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1 UVOD 
1.1 NAMEN DELA 
Laktobacili so izredno raznolik in razširjen rod mlečnokislinskih bakterij. Najdemo jih v 
okoljih, ki so bogata z ogljikovimi hidrati, kot so na primer kislo testo, mlečni produkti, 
fermentirani mesni izdelki in silaža. Poleg tega poseljujejo tudi respiratorni, 
gastrointestinalni in urogenitalni trakt ljudi (Siezen in van Hylckama Vlieg, 2011). 
Uporabljamo jih v prehrani kot probiotike in jih koristimo zaradi njihovega pozitivnega 
učinka na zdravje, zato je ključno, da o njihovih morebitnih spremembah od začetka 
proizvodnje preko shranjevanja in konzumiranja do prehoda skozi prebavila vemo kar 
največ. Smiselno se je prepričati, da pozitivni učinki presegajo morebitna tveganja, ki jih 
zaužitje probiotikov predstavlja. Na ta način se bomo ne le zaščitili pred negativnimi 
posledicami, ampak bomo uporabo probiotikov tudi izboljšali in razširili. 
Mikroorganizmi, ki se uporabljajo kot probiotiki, morajo prestati številne neugodne 
razmere preden dosežejo končno destinacijo v črevesju. V prvi vrsti morajo v zadostnem 
številu preživeti vse procese tekom priprave ustreznega pripravka ali hranila, nato pa še 
zahtevne razmere prebavnega trakta (Mills in sod., 2011). Cilj te naloge je proučiti 
sposobnost dolgotrajnega preživetja izbranih bakterij, kar se v literaturi omenja kot 
preživetje v podaljšani stacionarni fazi. 
Zanimalo nas je, ali se med stacionarno fazo pojavijo domnevne mutate in ali staranje 
kulture (izpostavitev podaljšani stacionarni fazi) izzove spremembe, ki imajo po 
precepljanju vpliv na rast kulture v gojiščih z različnimi dodanimi viri ogljika oz. različno 
koncentracijo vira dušika. Preverili smo tudi, ali imajo starane kulture drugačen profil  
odpornosti proti antibiotikom kot izhodni sev in ali še vedno izražajo encim -
galaktozidazo. Namen naloge je bil raziskati, kako različni sevi laktobacilov, izpostavljeni 
stacionarni fazi, tekmujejo z E. coli in ali se po podaljšani stacionarni fazi pojavi pri 
laktobacilih fenotip GASP (»growth advantage in stationary phase«). 
1.2 DELOVNE HIPOTEZE 
- predvidevamo, da se laktobacilom v razmerah dolgotrajne stacionarne faze 
spremenijo metabolne lastnosti oz. odpornost proti antibiotikom 
- Pri nekaterih sevih iz rodu Lactobacillus bomo po dolgotrajni inkubaciji kulture v 
stacionarni fazi opazili spremembe, ki se bodo odražale kot  fenotip GASP 
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2 PREGLED OBJAV 
2.1 SPLOŠNE ZNAČILNOSTI IN UVRSTITEV RODU Lactobacillus 
V skupini mlečnokislinskih bakterij (MKB) najdemo po Gramu pozitivne koke in bacile z 
nizkim deležem baznih parov gvanin-citozin. Njihov glavni ali edini produkt fermentacije 
je mlečna kislina. Vse mlečnokislinske bakterije rastejo v anaerobnih razmerah, vendar jih 
večina ni občutljiva na prisotnost kisika, torej jih uvrščamo v skupino aerotolerantnih 
anaerobov. Energijo pridobijo iz metabolizma sladkorjev, zato jih najdemo v okoljih, kjer 
je dovolj ogljikovih hidratov. V splošnem imajo visoke prehranske zahteve in poleg 
sladkorjev potrebujejo tudi številne aminokisline, vitamine, purine in pirimidine (Madigan 
in Martinko, 2006). 
Glede na razlike in podobnosti v fermentaciji lahko mlečnokislinske bakterije ločimo v dve 
podskupini: homofermentativne in heterofermentativne. Prva skupina ima le en končni 
produkt fermentacije, in sicer mlečno kislino, druga pa poleg tega proizvaja še CO2 in 
etanol ali ocetno kislino (Madigan in Martinko, 2006). 
Med MKB so laktobacili najbolj obsežen in heterogen rod. Že njihov razpon v deležu 
baznih parov GC je dvakrat večji, kot ga ponavadi najdemo znotraj posameznega rodu. Te 
podolgovate MKB z ozirom na prisotnost oziroma odsotnost encimov metabolizma 
sladkorjev razdelimo v 3 skupine. Poleg homo- in heterofermentacije najdemo pri 
laktobacilih tudi fakultativno heterofermentacijo (Salminen S. in sod., 2004). Fakultativna 
heterofermentacija vodi do več končnih produktov. Poleg mlečne kisline (laktata) nastaja 
še format, acetat, etanol in/ali ogljikov dioksid. Pogoji za preklop na to vrsto metabolizma 
so: prisotnost sladkorjev, ki se počasi metabolizirajo in okolje, ki je bodisi prebogato ali 
preskopo z ogljikom (Mozzi in sod., 2010). 
Mlečnokislinske bakterije (MKB) uvrščamo v več rodov na podlagi celične morfologije, 
bazne sestave DNK, filogenije in tipa fermentacije.  
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Preglednica 1: Razlike med  mlečnokislinskimi bakterijami (Madigan in Martinko, 2006: 377). 
Celična 
oblika 
Vrsta fermentacije Rod 
Delež baznih 
parov GC v DNK 
(%) 
Koki Homofermentacija Streptococcus 34-46 
Enterococcus 38-40 
Lactococcus 38-41 
Pediococcus 34-42 
Heterofermentacija Leuconostoc 38-41 
Palčke Homofermentacija Lactobacillus 32-53 
Heterofermentacija Lactobacillus 34-53 
 
Izmed omenjenih MKB (preglednica 1) je rod Lactobacillus najbolj raznovrsten, saj imajo 
predstavniki različno DNK sestavo in znatne variacije med sevi (Madigan in Martinko, 
2006).  
Preglednica 2: Taksonomska uvrstitev bakterij Lactobacillus (Garrity, 2004). 
Raven Organizem 
Deblo Firmicutes 
Red Bacilli 
Razred Lactobacillales 
Družina Lactobacillaceae 
Rod Lactobacillus 
 
Kot že omenjeno, so laktobacili paličaste po Gramu pozitivne bakterije, ki so redko 
patogene. Pogosteje najdemo homofermentativne kot heterofermentativne. Njihova 
odpornost proti nizkim vrednostim pH je večja, kot pri ostalih MKB, zato običajno 
zaključujejo fermentacijo (Madigan in Martinko, 2006). 
Diverziteta, ki jo najdemo v rodu Lactobacillus, jim je omogočila, da poselijo mnogo 
različnih habitatov. Viri izolatov laktobacilov se raztezajo vse od živilskih izdelkov do 
živalskih in človeških prebavil. Preglednica 3 prikazuje nekaj virov izolatov laktobacilov. 
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Preglednica 3: Viri izolatov laktobacilov (1-Turkova in sod., 2012; 2- Parente in sod., 2010; 3- Mathur in 
sod., 2005; 4-Cho in sod., 2009). 
Način metabolizma vrsta Vir izolata 
homofermentativen L. acidophilus grški sir (3) 
L. aquaticus jezero (4) 
L. gasseri vaginalni trakt (1) 
L. pentosus fermentirane klobase (2) 
heterofermentativen L. reuteri prašičje fekalije (1) 
fakultativno heterofermentativen L. curvatus govedina (3) 
L. sakei sake (2) 
L. plantarum sir (2) 
vino (2) 
kisla kasava (2) 
kislo testo (2) 
ustna votlina (2) 
L. paraplantarum pivo (2) 
 
 Značilnosti vrste Lactobacillus plantarum 2.1.1
Vrsta L. plantarum ima relativno velik genom (3,3 Mbp pri L. plantarum WCFS1) in kaže  
v primerjavi z drugimi mlečnokislinskimi bakterijami večjo metabolno raznolikost.  
Ugotovili so, da je največja raznolikost genoma na območjih kromosoma, ki omogočajo 
prilagoditve na različne življenske stile (genske kasete z zapisi za biosintezo plantaricina,  
geni z zapisi za sintezo zunajceličnih polisaharidov) (Parente in sod., 2010, Siezen in van 
Hylckama Vlieg, 2011). Vrsta je v bližnjem sorodstvu z Lactobacillus paraplantarum, 
Lactobacillus pentosus in Lactobacillus fabifermentans ter je fakultativno 
heterofermentativna (Siezen in van Hylckama Vlieg, 2011). L. plantarum je pomemben 
organizem za fermentacijo rastlinskih produktov in najpogostejši organizem cepiva za 
pripravo silaže. Znano je, da lahko izboljša zdravje živali in ljudi in se zato uporablja kot 
probiotik. Proizvaja protimikrobne snovi, kot na primer plantaricin, ki delujejo aktivno 
proti določenim patogenom (Cebeci in Gürakan, 2002). 
2.2 RASTNE ZAHTEVE LAKTOBACILOV 
Številni mikroorganizmi potrebujejo za uspešno rast različne rastne faktorje. To so 
vitamini, aminokisline, purini in pirimidini. Mlečnokislinske bakterije imajo za uspešno 
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gojenje visoke zahteve po vitaminih. Te zahteve so obsežnejše kot pri ljudeh (Madigan in 
Martinko, 2006). 
Večina predstavnikov rodu Lactobacillus nima sposobnosti de novo sinteze večine 
aminokislin, vendar pomanjkanje nadomestijo s številnimi sistemi za prevzem in uporabo 
eksogenih virov dušika. Izjema med njimi je L. plantarum, ki ima popolne biosintetske poti 
za vse aminokisline razen za aminokisline z razvejano stransko verigo (Charalampopoulos 
in Rastall, 2009). 
Laktobacile najuspešneje gojimo v rahlo kislih gojiščih z dodano glukozo in kvasnim 
ekstraktom. Poleg tega mora gojišče vsebovati tudi mineralne soli, ki vsebujejo N, P, S, 
Mg, Mn, Fe, Ca, ter vitamine (Madigan in Martinko, 2006). Laktobacilom najbolj ustrezajo 
temperature v razponu med 30 in 40 °C, vendar je rast dokazana v širšem razponu, in sicer 
med 10 in 45 °C. Nekaj tolerance na slana okolja imajo (6,5 % NaCl), ne uspevajo pa v 
alkalnih okoljih. So fakultativno anaerobni organizmi, ki ne sporulirajo (Salminen in sod., 
2004).  
2.3 PROBIOTIKI 
Definicija probiotikov, ki jo predlaga Svetovna zdravstvena organizacija je, da so to živi 
organizmi, ki po uporabi v zadostnih količinah ugodno vplivajo na zdravje (FAO/WHO, 
2002). 
Obstaja več ključnih in zaželenih lastnosti probiotičnega organizma. Nekateri kriteriji, kot 
na primer odpornost proti razmeram gastrointestinalnega trakta, so za funkcionalnost 
probiotika ključnega pomena. Obstajajo pa tudi druge zaželene lastnosti. Primer takšne 
lastnosti je izvor seva. Z vidika varnosti je zaželeno, da so probiotiki, ki se uporabljajo za 
ljudi, pridobljeni iz človeške črevesne mikroflore (Vasiljevic in Shah, 2008). 
Pozitivni vplivi probiotičnih bakterij vključujejo pomoč pri razgradnji laktoze, odpornost 
proti patogenom, protirakave in antialergijske učinke, preprečevanje prekomernega 
razrasta bakterij v tankem črevesju in modulacijo imunskega sistema (Cebeci in Gürakan, 
2002). 
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 Predstavniki Lactobacillus kot probiotični organizmi 2.3.1
Znani so številni pozitivni učinki laktobacilov na človeško zdravje, saj lahko stimulirajo 
produkcijo imunoglobulinov, inducirajo ekspresijo inteferonov v makrofagih, zakisajo 
črevesno okolje, imajo hipoholesterolni učinek, vežejo mutagene snovi, proizvajajo 
bakteriocine in preprečujejo adhezijo patogenih bakterij na epitelne celice črevesja (De 
Angelis in Gobbetti, 2004). 
Iz varnostnih razlogov imajo prednost pri aplikacijah v živilski industriji organizmi s 
priznanim statusom GRAS (»generally recognized as safe«). Status GRAS ima veliko vrst 
rodu Lactobacillus (FAO/WHO, 2002). 
Preglednica 4: Ključne in zaželene lastnosti probiotičnih organizmov ter ustreznost laktobacilov (Vasiljevic 
in Shah, 2008: 717). 
Splošno Lastnost 
varnost izvor 
patogenost in infektivnost 
odpornost proti antibiotikom 
virulenčni faktorji (toksičnost, metabolna aktivnost, 
antibiotična aktivnost) 
tehnološki kriteriji genetska stabilnost sevov 
viabilnost tekom procesiranja in skladiščenja 
dobre senzorične lastnosti 
rezistenca proti fagom 
možnost proizvodnje na industrijskem nivoju 
funkcionalni kriteriji toleranca na želodčne kisline in sokove 
toleranca na žolč 
vezava na mukozne površine 
validirani in dokumentirani pozitivni učinki na zdravje 
zaželene fiziološke lastnosti imunomodulacija 
 antagonistično delovanje proti gastrointestinalnim 
patogenom 
 razgradnja holesterola 
 razgradnja laktoze 
 antimutageni in antikancerogeni učinki  
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2.3.1.1 Lajšanje laktozne intolerance s probiotiki 
Laktoza je sladkor, ki ga najdemo v mleku. Po njegovem zaužitju poteče v tankem črevesju 
hidroliza z encimom β-galaktozidazo oziroma laktazo. Laktoza razpade na monosaharida 
glukozo in galaktozo, ki se nato absorbirata in preideta v krvni obtok. Zmanjšanje 
aktivnosti β-galaktozidaze je pojav, ki se zgodi pri večini odrasle populacije. Pri laktozno 
netolerantnih osebah je aktivnost laktaze le 10 % v primerjavi z aktivnostjo pri zdravih 
otrocih. Ta upad imenujemo hipolaktazija. Hipolaktazija in malabsorbcija laktoze 
povzročita številne klinične simptome, čemur s skupnim imenom rečemo laktozna 
intoleranca. Simptomi so odvisni od količine zaužite laktoze in vključujejo napihnjenost, 
napenjanje, slabost, bolečine v trebuhu in diarejo. Vzrok za težave je prehod laktoze do 
debelega črevesja, kjer jo fermentira črevesna mikrobiota. Simptome laktozne intolerance 
lahko izboljšajo mikroorganizmi, ki proizvajajo encim β-galaktozidazo (Vasiljevic in Shah, 
2008). 
 Stresni dejavniki povezani s produkcijo in uporabo probiotikov 2.3.2
Da je organizem primeren kot probiotik, mora prestati številne stresne dejavnike, s 
katerimi se probiotični mikroorganizmi srečajo. Stresni dejavniki se pojavljajo med 
proizvodnjo probiotičnega seva: 
- kultivacija: prisotnost organskih kislin, 
- koncentriranje: visok osmotski pritisk, nizka vodna aktivnost, višja koncentracija 
nekaterih ionov, 
- temperatura, sušenje: zamrzovanje, sušenje z razprševanjem; sušenje: vakuumsko 
sušenje, 
- podaljšano shranjevanje: temperaturno nihanje, izpostavitev kisiku. 
Če se probiotik uporabi v prehrambenem izdelku, kot je na primer jogurt, je izpostavljen še 
izčrpanosti hranil, zakisanosti okolja, mikrobnemu antagonizmu ter prisotnosti 
protimikrobnih spojin, pozitivnemu redoks potencialu ter neugodnim temperaturam 
skladiščenja. Stresu pa so probiotiki izpostavljeni tudi ob prehodu skozi prebavila zaradi 
želodčne kisline in soli, žolčnih soli in mikrobnega antagonizma, predvsem v debelem 
črevesju (Vasiljevic in Shah, 2008). 
Splošno je sprejeto, da izpostavitev mikroorganizmov subletalni dozi fizikalnega ali 
kemijskega agensa, izboljša odpornost pri kasnejši izpostavljenosti neugodnejšim 
razmeram. Tako lahko povečamo robustnost organizma za tehnološke in gastrointestinalne 
razmere (Mills in sod., 2011). Desmond je s sodelavci (2001) izboljšal viabilnost L. 
paracasei za 700-krat med toplotnim stresom in 18-krat med sušenjem z razprševanjem s 
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predhodno izpostavitvijo 52 °C za 15 minut v primerjavi z netretiranimi celicami. Celice L. 
bulgaricus, ki so rasle v razmerih pomanjkanja laktoze, so povečale odpornost proti 
povišani temperaturi, ter proti nizkim vrednostim pH okolja in prisotnosti žolča (De 
Angelis in Gobbetti, 2004). 
2.4 STRESNI DEJAVNIKI IN LAKTOBACILI 
V naravnih okoljih imajo bakterije redko na voljo izobilje hranil, kot to velja pri inkubaciji 
v laboratoriju. Poleg tega so razmere v naravnem okolju zelo spremenljive. Četudi ima 
bakterija dovolj hranil, se dejavniki kot na primer količina vode, vetra, temperature, 
svetlobe in delovanje ter tekmovanje z drugimi organizmi, hitro spreminjajo in lahko 
vodijo v pomanjkanje (Finkel, 2006). 
Pri bakterijah je diferenciacija največkrat posledica prilagoditve na slabe okoljske razmere, 
kot na primer stradanje. Nesporulirajoči organizmi so sposobni v primeru slabih okoljskih 
razmer razviti odpornost proti tem razmeram brez tvorbe spor. Pri E. coli te prilagoditve 
vključujejo večjo odpornost proti osmotskim spremembam, višjim temperaturam ter proti 
oksidativnim spojinam. Večja odpornost celic je posledica fizioloških sprememb kot so 
večji periplazmatski prostor, gostejša citoplazma, bolj prepredena celična stena ter manjši 
celotni volumen celic. To so posledice delovanja velikega števila genov, ki jih regulira 
transkripcijski faktor σS  (Zambrano, Kolter, 1996).  
Poleg tega so bakterije opremljene z  mehanizmi, ki vključujejo proteine šaperone, ki 
sodelujejo pri pravilnem zvijanju nepravilno zvitih proteinov, proteaze, ki razgrajujejo 
ireverzibilno poškodovane proteine, katalaze in superoksid dismutaze, ki opravijo z 
reaktivnimi kisikovimi spojinami ter protonske črpalke, dekarboksilaze in transporterje, ki 
preprečujejo znižanje znotrajcelične vrednosti pH (Mills in sod., 2011). 
 Antibiotiki in črevesna mikrobiota 2.4.1
2.4.1.1 Črevesna mikrobiota in vpliv antibiotikov na njene predstavnike 
Vsa površina človeškega telesa, ki je izpostavljena zunanjim vplivom, je naseljena z 
mikroorganizmi. Gastrointestinalni trakt je mikrobno še posebej bogat in raznolik habitat, 
kjer najdemo do 1000 različnih bakterijskih vrst iz več kot 50 različnih debel (Bäckhed in 
sod., 2005; Bull in Plummer, 2014). Pri dojenčkih je diverziteta mikrobov v črevesju 
bistveno manjša. Človeška črevesna mikrobiota je specifična glede na posameznika in je 
relativno stabilna. Na raznolikost in sestavo črevesne mikroflore pa vplivata tudi prehrana 
in življenjski stil (Jernberg in sod., 2010).  
Zaradi raznolikosti sestave črevesne mikrobiote med posamezniki, je najbolje ocenjevati 
vpliv antibiotikov na črevesno mikrofloro na individualni ravni. Da bi se čim bolj izognili 
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vplivom  dejavnikov kot na primer stres in prehrambene navade, bi morale biti raziskave 
dolgotrajne (Jernberg in sod., 2010). 
Protimikrobna sredstva vplivajo različno na normalno stanje črevesne mikrobiote. Vpliv je 
odvisen od spektra delovanja sredstva, odmerka in časa trajanja zdravljenja, način jemanja 
sredstva ter njegovih farmakokinetskih in farmakodinamičnih lastnosti. Nekateri stranski 
učinki jemanja antibiotikov na ljudi so motnje v metabolizmu in absorbciji vitaminov, 
sprememba dovzetnosti za okužbe, razrast kvasovk in/ali bakterije Clostridium difficile 
(Jernberg in sod., 2010). 
2.4.1.2 Mikrobna odpornost proti antibiotikom 
Odpornost bakterij proti antibiotikom ni lastnost le patogenih organizmov, ampak tudi 
nepatogenih. Že Spratt (1994) je ugotovil, da lahko mikrobi bodisi spremenijo ali 
zamenjajo molekulo, na katero se vežejo antibiotiki. Druge metode obrambe pred 
protimikrobnimi učinkovinami so encimi, ki razgradijo ali le inaktivirajo antibiotike. 
Bakterije pa lahko tudi odstranijo oziroma spremenijo vstopne točke za protimikrobna 
sredstva (van Veen in sod., 1999). 
Nekaj antibiotikov deluje specifično na anaerobne bakterije, ki so v črevesnih združbah 
prevladujoče. Primer takšnega antibiotika je klindamicin, ki deluje v relativno širokem 
spektru na anaerobne vrste. Klindamicin se izloči s pomočjo žolča, velike koncentracije pa 
najdemo v blatu. Zaradi negativnega vpliva na črevesno mikrobioto, lahko njegova 
uporaba vodi do razrasta bakterij Clostridium difficile. Znane posledice terapije s 
klindamicinom so tudi diareja, gastritis, napihnjenost in bolečine v črevesju (Jernberg in 
sod., 2010). 
Uporaba antibiotikov sproži selekcijski pritisk in prednost imajo tiste bakterije, ki 
postanejo odporne. Preživetveni mehanizmi vključujejo: 
- pridobitev genov za odpornost iz drugih bakterij (horizontalni prenos) ali 
virusov (transdukcija), 
- mutacije v specifičnih genih, 
- sprememba bakterijske površine ( Schjørring in Krogfelt, 2011). 
Dolgotrajna uporaba in akumulacija antibiotikov v naravi sta pripeljali do odpornih sevov 
bakterij (Schjørring in Krogfelt, 2011). Ostali faktorji, ki pripomorejo k razširjanju 
odpornih sevov, so še: 
- sposobnost odpornih sevov, da kolonizirajo črevesje, 
- fitnes teh sevov, 
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- pogostost mutacij, 
- učinkovitost horizontalnih prenosov genov za odpornost (Jernberg in sod., 
2010). 
Študije, ki so obravnavale izolate iz fekalij, so pokazale vzpostavitev običajnega stanja 
črevesne mikroflore že nekaj tednov po končani terapiji. Molekularni pristopi, ki so se 
osredotočili na rod Bacteroides, pa pokažejo drugačno sliko. Vpliv antibiotikov se v 
sestavi črevesne mikrobne flore kaže tudi do 2 leti po končanju terapije.  Jernberg (2010) je 
s sodelavci pokazala razlike v sestavi bakterij rodu Bacteroides 24 mesecev po 7 dnevni 
antibiotični terapiji s klindamicinom. Nezanemarljiv vpliv na črevesno floro imajo tudi 
antibiotiki, ki se uporabljajo za zdravljenje okužb s Helicobacter pylori. Z uporabo 
klaritromicina, metronidazola in omeprazola vplivamo na določene predstavnike črevesne 
mikrobiote tudi do 4 leta po končani terapiji (Jernberg in sod., 2010). 
Zaradi pojava odpornosti proti antibiotikom in potenciala prenosa le te na patogene ali 
komenzalne bakterije, je varnost probiotičnih sevov postala pogoj za samo uporabo. Ko 
govorimo o varnosti probiotičnih sevov, sta odpornost proti antibiotikom in sposobnost 
prenosa na ostale predstavnike mikrobiote prebavil, negativni determinanti (Sharma in 
sod., 2014). Z namenom eliminacije ali omejitve problema je EFSA (European Food 
Safety Authority) izdala protokol, ki določa minimalno inhibitorno koncentracijo za 
najpomembnejše protimikrobne spojine, s čimer se ocenjuje ustreznost sevov, ki se 
uporabljajo kot probiotiki. Poleg tega je ključnega pomena, da se pri probiotikih 
dokumentira njihova sposobnost za prenos genov za rezistenco na druge organizme, saj v 
prebavilih predstavljajo rezervoar antibiotične rezistence (Sharma in sod., 2014). 
EFSA je določila seznam protimikrobnih snovi, za katere je pri uporabi bakterij v prehrani 
ali krmi potrebno določiti minimalno inhibitorno koncentracijo (MIK). To so: ampicilin, 
vankomicin, gentamicin, kanamicin, streptomicin, eritromicin, klindamicin, tetraciklin, 
kloramfenikol, ter v posebnih primerih tilozin, apramicin, nalidiksična kislina, sulfonamid 
in trimetoprim. Izbrani protimikrobiki obsegajo široko področje dejavnikov odpornosti in 
so pomembni za humano uporabo. Predpisane so tudi vrednosti koncentracije antibiotika, 
ki določajo, ali je posamezen sev odporen ali občutljiv na določen antibiotik. Sev se smatra 
za odpornega, če je sposoben rasti na gojišču z antibiotikom, katerega koncentracija je 
višja od določene vrednosti. Mejne vrednosti so podane v preglednici 12 (EFSA, 2012).  
Izpostavljenost antibiotikom bakterijam omogoči, da razvijejo nove mehanizme 
odpornosti. Posamezen bakterijski sev lahko nosi tudi več različnih mehanizmov 
antibiotične odpornosti. Obstajajo 3 načini odpornosti proti antibiotikom v MKB: 
intrinzična, pridobljena in mutacijska (Sharma in sod., 2014). 
Intrinzična oziroma naravna odpornost je podedovana lastnost in ima minimalen potencial 
za horizontalne prenose (Sharma in sod., 2014). Lactobacillus sp. imajo visoko stopnjo 
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naravne odpornosti proti bacitracinu, cefoksitinu, ciprofloksacinu, fuzidinski kislini, 
kanamicinu, gentamicinu, metronidazolu, streptomicinu, sulfadiazinu, nalidiksični kislini 
ter proti vankomicinu (Sharma in sod., 2014). 
Bakterije lahko pridobijo antibiotično odpornost preko horizontalnih genskih prenosov. 
Tako pridobljeno rezistenco imenujemo genotipska ali ekstrinzična. Genetski material se 
lahko prenese med predstavniki iste ali različnih vrst. Pridobljena rezistenca se lahko 
pojavi poleg prevzema genov, ki nosijo zapis za antibiotično rezistenco, tudi kot posledica 
mutacij v genomu. Horizontalni prenosi potekajo na račun: 
- konjugativnih plazmidov, 
- transpozonov, 
- prisotnost integronov in insercijskih elementov, 
- litičnih in tempiranih fagov. 
Glavni način horizontalnih genskih prenosov je konjugacija (Sharma in sod., 2014). 
Pri laktobacilih so identificirali številne mobilne plazmide. Primer iz L. plantarum 5057, ki 
nosi zapis za tetraciklinsko rezistenco, je pMD5057. Vsaj 25 vrst laktobacilov vsebuje 
nativne plazmide. Pogosto se v posameznem sevu lahko pojavi več različnih plazmidov 
(1-16) (Sharma in sod., 2014).  
 
Slika 1: Najpomembnejši geni za rezistenco, ki se izmenjajo med laktobacili, enterokoki in stafilokoki ter 
mobilni elementi vključeni v prenos. Geni za odpornost proti aminoglikozidom, eritromicinu, makrolidom, 
tetraciklinu in vankomicinu (Abriouel in sod., 2015). 
Bakterijske seve, ki se uporabijo v človeški prehrani ali živalski krmi, je potrebno testirati 
na občutjivost proti antibiotikom. Števile kvantitativne metode so ocenjene kot ustrezne s 
strani ustreznih institucij (Clinical and Laboratory Standard Institute, CLSI; the European 
Comitte on Antimicrobial Susceptability Testing, EUCAST; ISO standard; British Society 
for Antimicrobial Chemotherapy, BSAC; Agence Francaise de Securite des Produits de 
Sante, AFFSAPS; Deutsches Institut für Normung, DIN; World Health Organization; 
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WHO). To so testi za določitev minimalne inhibitorne koncentracije (MIK) z uporabo 
redčenja v tekočem gojišču (mikrodilucija) ali difuzije v agarju (E-test). Glede na EFSA 
(2012b) pa niso ustrezne kvalitativne ali semi kvalitativne metode, kot na primer difuzijska 
metoda z diski (Abriouel in sod., 2015).    
 Gastrointestinalne razmere: kisel pH in žolčne soli 2.4.2
Mlečnokislinske bakterije rastejo, dokler imajo dovolj razpoložljivih hranil in v okolju ni 
preveč toksičnih ali inhibitornih spojin (npr. vodikov peroksid) ter se vrednost pH ne spusti 
pod kritično mejo. Večina mlečnokislinskih bakterij najbolje raste pri nevtralnih vrednostih 
pH okolja. Lactococcus lactis ima pH optimum med 6,3 in 6,9, termofilen organizem 
Streptococcus thermophilus pa med 6,5 in 7,5. Izjema med mlečnokislinskimi bakterijami 
so laktobacili, ki optimalno rastejo pri vrednosti pH okolja med 5,5 in 5,8 (Hutkins, 1993). 
Nizka vrednost pH je pomemben stresni dejavnik za mlečnokislinske bakterije, ki se pojavi 
tekom fermentacije. Poleg tega so probiotični sevi laktobacilov izpostavljeni ekstremno 
kislemu okolju v  želodcu, in sicer klorovodikovi kislini (De Angelis in Gobbetti, 2004). 
Mlečna kislina je šibka organska kislina, ki pri nizki vrednosti pH v protonirani obliki 
enostavno prehaja skozi bakterijsko celično membrano. Posledično lahko zniža vrednost 
pH v celici. Kljub uspešni rasti nekaterih mlečnokislinskih bakterij v kislem okolju, ostaja 
vrednost pH citoplazme blizu nevtralne, kar vzdržujejo s pufernimi sistemi ter s 
protonskimi črpalkami. V kolikor obrambni sistemi popustijo in vrednost pH v celici pade, 
pride do okvar celičnih funkcij, saj ima večina encimov optimalno delovanje pri nevtralni 
vrednosti pH (Hutkins in Nannen, 1993; Lorca in Font de Valdez, 2001). 
Obstaja več mehanizmov za uravnavanje pH homeostaze v celicah laktobacilov. 
Najpomembnejša je F1F0-ATPaza, protonska črpalka, ki porablja ATP za izčrpavanje 
protonov. Ta encim so okarakteritizirali v Lactobacillus casei in Lactobacillus plantarum 
in ima pH optimum pri vrednostih 5,0−5,5. Na regulacijo vrednosti pH v bakteriji vpliva 
tudi splošna prepustnost celične membrane za protone. Najnižjo permeabilnost imata 
organizma Lactobacillus casei in Lactobacillus plantarum, in sicer pri vrednosti pH 4. 
Laktobacili lahko tudi sami uravnavajo prepustnost membrane s spreminjanjem sestave 
maščobnih kislin. Če želijo zmanjšati njeno fluidnost, povečujejo delež dolgoverižnih, 
nasičenih in ciklopropanskih maščobnih kislin. Pomemben mehanizem za regulacijo 
kislosti je tudi pot arginin deiminaze in sinteza bazičnih molekul. Seveda pa je pomembno 
tudi popravljanje poškodovanih DNK in proteinskih molekul (De Angelis in Gobbetti, 
2004). 
L. plantarum kaže zelo visoko odpornost proti nizkim vrednostim pH (3,5), medtem ko je 
odpornost proti specifičnim žolčnim solem redkejša. Poleg tega imajo zakisanost in soli 
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različen vpliv, če testiramo vpliv vsakega stresnega dejavnika posebej ali hkrati (Cebeci in 
Gürakan, 2002). 
Škodljiv učinek žolča na bakterijske celice je odvisen od njegove koncentracije ter žolčnih 
kislin, ki ga sestavljajo. Vpliva pa tudi sestava bakterijske celice, predvsem njene 
membrane. Sprememba naboja, hidrofobnosti ali fluidnosti imajo pomemben vpliv na 
odpornost proti žolčnim solem (Chou in Cheng, 2000).  Raziskave kažejo, da je odpornost 
proti žolču sevno specifična lastnost, saj je velika variabilnost v odpornosti sevov iste vrste 
(Chateau in sod., 1994; Jacobsen in sod., 1999; Succi in sod., 2005). 
 Stacionarna faza rasti 2.4.3
Ko se bakterije znajdejo v šaržnem sistemu, populacija preide skozi različne faze rasti. 
Prva faza se imenuje lag ali faza prilagajanja, ko se celice prilagodijo na novo okolje, v 
katerem so se znašle. Po začetni prilagoditvi, se začnejo maksimalno deliti in populacija 
doseže največjo hitrost rasti. To je eksponentna faza. Sledi stacionarna faza kjer je hitrost 
rasti enaka hitrosti umiranja. Ta faza je najbolj podobna razmeram, kakršnim so bakterije 
izpostavljene v naravnem okolju. Zadnja faza pa je faza umiranja (Madigan in Martinko, 
2006). 
Poraba osnovnih hranil ter akumulacija fermentacijskih produktov vodita mikroorganizme 
iz eksponentne faze v stacionarno. Previsoka ali prenizka temperatura ter osmotski in 
oksidativni stres so nekateri izmed dejavnikov, ki povzročijo prehod v stacionarno fazo. 
Ravno ta faza je tista, v kateri se bakterijske celice v naravi najpogosteje nahajajo. Pri 
bakterijah so bili podrobneje proučeni trije tipi pomanjkanja hranil: 
- ogljikovi hidrati, kar vodi v pomanjkanje energije, 
- fosfat, kar vpliva na nivo energije ter na sintezo DNK/RNK, 
- dušik, kar vodi v okrnjeno sintezo proteinov (De Angelis in Gobbetti, 2004). 
Odzivi celic na stresne razmere se razlikujejo v času stacionarne in eksponentne faze. V 
eksponentni so odgovori bakterije usmerjeni v skupine genov ali regulonov, ki se 
spopadajo s škodo, ki jo je naredil dejavnik, ki je ta odziv sprožil. Pri stacionarni fazi pa so 
reguloni, ki delujejo v tej fazi, širše usmerjeni in delujejo na več stresnih razmer hkrati (De 
Angelis in Gobbetti, 2004). 
Prehod v stacionarno fazo rasti sproži preusmeritev metabolizma v alternativne vire hranil 
in splošni odgovor na stres, s katerim bakterije postanejo odpornejše proti več različnim 
vrstam stresa (van de Guchte in sod., 2002). Stradane celice so običajno manjše kot 
normalno rastoče, njihova celična stena je trdneje povezana, citoplazma skoncentrirana in 
periplazmatski volumen povečan, kar zviša odpornost proti različnim vrstam stresa. 
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Spremembe sproži prepisovanje genov za splošni odgovor na stres (Bačun-Družina in sod., 
2011). 
Mlečnokislinske bakterije običajno tekom stacionarne faze ohranijo aktiven metabolizem. 
Katabolizem aminokislin pri L. lactis in L. sakei igra pomembno vlogo pri preživetju v 
stacionarni fazi. Pregled profilov proteinov je pri L. acidophilus pokazal, da stradanje 
inducira sintezo kar 16 proteinov. Od tega je indukcija sedmih posledica stacionarne faze, 
ostalih pa nizke vrednosti pH okolice (De Angelis in Gobbetti, 2004). 
2.5 PREDNOST RASTI V STACIONARNI FAZI - GASP 
Ob vstopu v stacionarno fazo se nesporulirajoče bakterije odzovejo na pomanjkanje hranil 
s številnimi morfološkimi in fiziološkimi spremembami. Če se združba bakterij uspešno 
prilagodi stresnim razmeram, ne vstopi v fazo umiranja, ampak ostane viabilna v 
podaljšani stacionarni fazi. Tako lahko združba bakterij preživi do pet let na račun 
periodičnega pojavljanja novih GASP (growth advantage of stationary phase) mutant 
(Bačun-Družina in sod., 2011). 
Fenotip GASP definiramo kot sposobnost celic, ki so preživele daljše obdobje v 
stacionarni fazi, da prerastejo mlajšo kulturo, kjub temu da so v manjšini. Fenotip GASP 
oziroma »growth advantage in stationary phase« imajo le bakterijske kulture, ki so bile 
izpostavljene dolgotrajni stacionarni fazi in jo preživele. Te kulture so bile izpostavljene 
šaržnemu gojenju, torej inkubaciji brez dodajanja hranil ali odtekanja stranskih produktov. 
Genske spremembe, ki se zgodijo v celicah po izpostavitvi stresu stacionarne rasti, vodijo 
do sposobnosti samovzdrževanja. Bakterije hranila pridobijo na račun lize drugih bakterij 
(Finkel, 2006).   
Obstajajo štiri vrste fenotipa GASP. Pri močnem fenotipu GASP postarane celice, ki so 
dodane v kokulturo kot manjšina, prerastejo mlade, večinske celice. Pri šibkem fenotipu 
GASP postarane celice dosežejo število mlajših, vendar jih številčno ne premagajo. 
Spodleteli tip se začne s hitro rastjo postaranih celic, vendar čez nekaj dni njihovo število 
pade, medtem ko je število mladih celic skoraj nespremenjeno. Zmeren fenotip GASP pa 
vključuje hiter porast števila postaranih celic in ohranitev števila mladih celic. Število 
postaranih celic je večje od števila mladih (Bačun-Družina in sod., 2011). 
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Slika 2: Štiri vrste fenotipa GASP. Tip 1 - močan GASP, tip 2 - šibek GASP, tip 3 - spodleteli GASP, tip 4 -
zmeren GASP (Bačun-Družina in sod., 2011: 19). 
V kulturi, ki raste v razmerah dolge stacionarne faze, ves čas poteka selekcija in 
oblikovanje novih GASP mutant. V primeru E. coli K12, imajo fenotip GASP le bakterije, 
ki so v stacionarni fazi preživele vsaj 10 dni. Te v kokulturi z mladim sevom E. coli, 
slednjo prerastejo po 7 do 10 dneh, če so starejše bakterije dodane kot manjšina (1:1000) 
(Finkel, 2006). Eksperimenti so pokazali, da  je tudi kultura, ki je preživela 20 dni v 
stacionarni fazi, sposobna prerasti tisto, ki je bila temu stresu izpostavljena 10 dni. V 
stacionarni fazi torej selekcija omogoča vedno nove izboljšane mutante, četudi ostaja 
število celic približno enako  (Bačun-Družina in sod., 2011). 
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3 MATERIALI IN METODE 
3.1 NAČRT DELA 
Izbrane seve mlečnokislinskih bakterij smo gojili 30 dni in opazovali morebitne 
spremembe lastnosti ob dolgotrajnem gojenju. Preverjali smo, kako se tekom stacionarne 
rasti spreminja število bakterij, testirali občutljivost na izbrane antibiotike ter sposobnost 
rasti na različnih virih ogljika. Izbrane starane kulture (izpostavljene stacionarni fazi od 
0 do 30 dni) sevov smo testirali za pojav fenotipa GASP.  
3.2 MATERIALI 
 Antibiotiki 3.2.1
Preglednica 5: Seznam uporabljenih antibiotikov. 
Antibiotik Topilo Proizvajalec antibiotika 
Tetraciklin dH20 Sigma (Nemčija) 
Kanamicin dH20 Fisher (ZDA) 
Kloramfenikol dH20 Sigma (Nemčija) 
Ampicilin dH20 Glentham Life (ZK) 
Eritromicin dH20 Calbiochem (Nemčija) 
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 Mikroorganizmi 3.2.2
Pri delu smo uporabljali naslednje mikroorganizme: 
Preglednica 6: Seznam uporabljenih bakterijskih sevov. 
Vrsta Sev Izvor 
Lactobacillus plantarum KR3 Lastni izolat iz kisle repe 
Lactobacillus plantarum KR6 Lastni izolat iz kisle repe 
Lactobacillus plantarum MA2 
Mikrobna zbirka Laboratorija za tehnologijo 
antibiotikov, encimov, probiotikov in starterskih 
kultur (Zagreb) 
Lactobacillus plantarum SF1 
Mikrobna zbirka Laboratorija za tehnologijo 
antibiotikov, encimov, probiotikov in starterskih 
kultur (Zagreb) 
Lactobacillus plantarum SF9 
Mikrobna zbirka Laboratorija za tehnologijo 
antibiotikov, encimov, probiotikov in starterskih 
kultur (Zagreb) 
Lactobacillus plantarum S2-23 
Mikrobna zbirka Laboratorija za tehnologijo 
antibiotikov, encimov, probiotikov in starterskih 
kultur (Zagreb) 
Lactobacillus casei KZ6 Lastni izolat iz kislega zelja 
Lactobacillus salivarus B-1950 Mikrobna zbirka ARS (NRRL)
1
 
Pediococcus acidilactici B249 
Mikrobna zbirka Inštituta za mlekarstvo in probiotike 
(Biotehniška fakulteta, Univerza v Ljubljani) 
Pediococcus acidilactici L947 
Mikrobna zbirka Inštituta za mlekarstvo in probiotike 
(Biotehniška fakulteta, Univerza v Ljubljani) 
Enterococcus faecalis
2
 S1-17 
Mikrobna zbirka Laboratorija za tehnologijo 
antibiotikov, encimov, probiotikov in starterskih 
kultur (Zagreb) 
Escherichia coli K17  Mikrobna zbirka podjetja Acies bio 
 
                                                          
1
 Agricultural Research Service Culture Collection 
2
 sev nima β-galaktozidazne aktivnosti. 
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 Gojišča 3.2.3
Vsa gojišča smo pripravili tako, da smo v destilirano vodo dodali vse sestavine gojišča z 
izjemo dodatkov, ki se dodajajo po avtoklaviranju. Ko smo sestavine dobro premešali in 
raztopili, smo umerili vrednost pH z dodajanjem HCl oziroma NaOH. Antibiotike in druge 
kemikalije smo dodali, ko se je gojišče po avtoklaviranju ohladilo na približno 50°C. Če je 
gojišče vsebovalo agar agar, smo ga v laminariju razlili v sterilne petrijevke. 
Za osnovno gojenje mlečnokislinskih bakterij smo uporabili gojišče MRS (de Man, Rogosa 
and Sharpe, 1960) z ali brez agarja, ki smo ga pripravili po navodilih proizvajalca 
(Biolife). Sterilizacija vseh gojišč je potekala pri temperaturi 121 °C in tlaku 120 kPa.  
Za pripravo različnih variant gojišča MRS (različni viri ogljika, dodan žolč ali X-gal) smo 
uporabili sestavljeno gojišče mMRS. Gojišče MML je prav tako primerno za gojenje 
mlečnokislinskih bakterij in smo ga uporabili za pripravo kultur v stacionarni fazi. Je manj 
bogato v primerjavi z gojiščem MRS (manj virov dušika in glukoze). Za gojenje seva E. 
coli smo uporabili gojišče 2TY. 
3.2.3.1 mMRS  
Osnovna sestava gojišča mMRS je opisana v preglednici 7. Gojišču smo uravnali vrednost 
pH na 6,2 ter po avtoklaviranju dodali sterilno založno raztopino sladkorja (glukozo). 
Variante tega gojišča, ki se razlikujejo v dodanih virih ogljika, v dodanem žolču (Ox gall, 
Sigma) in v dodanem X-gal, so podane v preglednici 8.  
Preglednica 7: Osnovna sestava gojišča mMRS. 
Sestavina Koncentracija (g/L) Proizvajalec 
Pepton iz kazeina 10 Merck (Nemčija) 
Kvasni ekstrakt 5 Biolife (Italija) 
K2HPO4 2 Sigma (Nemčija) 
Tween 80 1 J.T.Baker (ZDA) 
Natrijev acetat 5 Merck (Nemčija) 
Amonijev citrat 
monohidrat 
2 Sigma (Nemčija) 
MgSO4x7H2O 0,2 Gram-Mol (Hrvaška) 
MnSO4x4H2O 0,05 Gram-Mol (Hrvaška) 
L-cistein 0,5 Sigma (Nemčija) 
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Preglednica 8: Sestava variacij gojišča mMRS. 
Ime gojišča Sestavina 
Končna koncentracija 
(g/L) 
Proizvajalec 
mMRS1 mMRS   
glukoza 5 Merck (Nemčija) 
mMRS2 mMRS   
glukoza 20 Merck (Nemčija) 
agar agar 15 Biolife (Italija) 
X-gal 0,04 Sigma (Nemčija) 
mMRS3 mMRS   
laktoza 20 Merck (Nemčija) 
agar agar 15 Biolife (Italija) 
X-gal 0,04 Sigma (Nemčija) 
mMRS4 mMRS   
glukoza 10 Merck (Nemčija) 
agar agar 15 Biolife (Italija) 
mMRS5 mMRS   
laktoza 10 Merck (Nemčija) 
agar agar 15 Biolife (Italija) 
mMRS6 mMRS   
fruktoza 10 Merck (Nemčija) 
agar agar 15 Biolife (Italija) 
mMRS7 mMRS   
rafinoza 10 Glentham Life (ZK) 
agar agar 15 Biolife (Italija) 
mMRS8 mMRS   
Ox gall 3 Sigma (Nemčija) 
glukoza 10 Merck (Nemčija) 
mMRS9 mMRS   
Ox gall 6 Sigma (Nemčija) 
glukoza 10 Merck (Nemčija) 
mMRS10 mMRS*   
glukoza 10 Merck (Nemčija) 
mMRS11 mMRS   
glukoza 10 Merck (Nemčija) 
mMRS12 mMRS   
fruktoza 10 Merck (Nemčija) 
mMRS13 mMRS   
rafinoza 10 Glentham Life (ZK) 
mMRS14 mMRS   
laktoza 10 Merck (Nemčija) 
*mMRS z zmanjšanim virom dušika (kazein pepton in kvasni ekstrakt sta zmanjšana na 25% osnovne 
količine). 
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3.2.3.2 MML 
Osnovna sestava gojišča MML je opisana v preglednici 9. 
Preglednica 9: Sestava gojišča  MML. 
sestavina Koncentracija (g/L) proizvajalec 
Kazein pepton 10 Merck (Nemčija) 
K2HPO4 5 Sigma (Nemčija) 
Amonijev citrat 2 Fluka (Švica) 
Natrijev acetat 2 Merck (Nemčija) 
MgSO4x7H2O 0,1 Gram-Mol (Hrvaška) 
MnSO4x4H2O 0,05 Gram-Mol (Hrvaška) 
Tween 80 1* J.T.Baker (ZDA) 
Glukoza 4 Merck (Nemčija) 
* V primeru uporabe Tween 80 je enota mL/L. 
Sterilizacija je trajala 15 minut. Glukozo smo dodali po avtoklaviranju. 
3.2.3.3 2TY 
Sestava gojišča 2TY je opisana v preglednici 10. 
Preglednica 10: Sestava gojišča 2TY (Sambrook in Rusell, 2001). 
Sestavina Koncentracija (g/L) Proizvajalec 
Kazein pepton 16 Merck (Nemčija) 
Kvasni ekstrakt 10 Biolife (Italija) 
NaCl 5 Merck (Nemčija) 
Agar 20 Biolife (Italija) 
Sterilizacija je trajala 20 minut. 
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 Aparature 3.2.4
Pri laboratorijskem delu smo uporabljali aparature, ki so naštete v preglednici 11. 
Preglednica 11: Seznam uporabljenih aparatur in opreme. 
Aparatura Proizvajalec 
Analitska tehtnica Sartorius (Nemčija) 
Avtomatske pipete Gilson (ZDA) 
Avtoklav Sutjeska (BIH) 
Avtoklav Medicotehnika (Slovenija) 
Avtoklav Tuttnauer (Nizozemska) 
Avtoklav Laboklav (Nemčija) 
Brezprašna komora Telstar (Španija) 
Digestorij Med – Lab Rauh (Slovenija) 
Hladilnik (4°C) LTH (Slovenija) 
Inkubator (37°C) Sutjeska (BIH) 
Magnetno mešalo UniEquip (Nemčija) 
Mala centrifuga Hettichlab (Nemčija) 
Mikrovalovna pečica Sanyo (Japonska) 
Mikroskop Olympus (Japonska) 
pH meter PHS 3D Qingdao Flom Technology (Kitajska) 
Skrinja (-80°C) Heto (ZDA) 
Tehtnica ALT 220 – 4 NM Kern (Nemčija) 
Tehtnica PLJ 2100 Kern (Nemčija) 
Velika centrifuga Hettichlab (Nemčija) 
Vrtinčnik IKA (Slovenija) 
Zamrzovalna omara (-20°C) LTH (Slovenija) 
spektrofotometer Infinite 200 Pro 
NanoQuant 
Tecan (Švica) 
 
 Ostali uporabljeni materiali 3.2.5
3.2.5.1 Steklovina 
- čaše 
- 0,5 L steklenice z zamaškom 
- 1 L steklenice z zamaškom 
- objektna in krovna stekelca 
3.2.5.2 Ostali potrošni material 
- magneti 
- merilni valji 
- mikrocentrifugirke 
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- nastavki za avtomatske pipete 
- pincete 
- plinski gorilnik 
- 50 mL centrifugirka (Falcon, ZDA) 
- 15 mL centrifugirka (Falcon, ZDA) 
- pasteurjeve pipete 
- puhalke z etanolom (J.T.Baker, ZDA) 
- puhalke z vodo 
- Spitaderm 
- mikrotitrske plošče (Greiner, ZDA) 
- petrijeve plošče 
- zobotrebci 
- plastične palčke za razmazovanje 
- generator za anaerobnost (GENbox anaer) 
- plastične posode s pokrovom 
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3.3 METODE  
 Preživetje izbranih sevov v stacionarni fazi 3.3.1
Preživetje izbranih sevov (11 mlečnokislinskih bakterij (Preglednica 6)) smo testirali  v 
tekočih gojiščih MML in mMRS1. V vseh primerih smo uporabili 2,5 % inokulum 
zamrznjenih kultur izhodnih sevov. Centrifugirke smo zatesnili in jih inkubirali pri 37 °C 
brez stresanja (mikroaerofilno) 30 dni. 
3.3.1.1 Ugotavljanje števila celic kot  kolonijskih enot (KE) 
Po 16, 23 in 30 dneh smo določali število živih bakterij z metodo ugotavljanja KE. KE je 
ekvivalent CFU. Uporabili smo gojišče MRS z agarjem, na katerega smo nanesli kulturo 
brez redčenja in 10-krat redčeno kulturo v sterilni fiziološki raztopini. Plošče smo 
inkubirali 48 ur pri 37 °C anaerobno. Po inkubaciji smo prešteli nastale kolonije in KE 
določili z enačbo 1. 
KE/mL = število kolonij × redčitev / volumen inokuluma (mL)              ... (1) 
3.3.1.2  Merjenje vrednosti pH  
Ob vzorčenjih smo določali vrednost pH v gojišču s pH metrom PHS 3D. 
3.3.1.3 Shranjevanje kultur 
Ob vsakem vzorčenju za ugotavljanje KE smo vzorce tudi shranili. Sev E. coli smo 
shranjevali v 20-odstotnem glicerolu (Kemika, Hrvaška), ostale bakterijske vrste pa v 
tekočem gojišču MRS z dodanim glicerolom (30 %). V sterilno mikrocentrifugirko smo 
prenesli 1,5 mL vzorca in ga centrifugirali 3 minute pri 10.000 obratih na minuto. 
Supernatant smo zavrgli, pelet pa resuspendirali v 1,5 mL 20 % glicerola oziroma 30 % 
glicerola v gojišču MRS. Vzorce smo hranili pri  –80 °C. 
 Preverjanje sprememb rasti v različnih gojiščih po različno dolgi rasti v    3.3.2
stacionarni fazi 
Želeli smo preveriti ali so tekom stacionarne rasti sevi pridobili sposobnost boljše rasti na 
različnih gojiščih, zlasti na različnih virih ogljika. Uporabili smo gojišča z različnimi viri 
sladkorja (mMRS1-mMRS14), gojišče z manjšo vsebnostjo dušika (mMRS10) ter gojišče 
z dodanim žolčem (mMRS8 in 9). Slednjega smo pripravili s pripravkom Ox gall (Sigma, 
Nemčija) v gojišču mMRS po navodilih proizvajalca v končnih koncentracijah 0,3 % in 
0,6 %. Testirali smo kulture posameznih kolonij, pridobljene po 16, 23 in 30 dneh v 
stacionarni fazi, kot kontrolo pa smo uporabili originalne seve, ki niso bili izpostavljeni 
dolgi inkubaciji. 
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Prekonočno kulturo, ki smo jo pridobili iz posamezne kolonije, smo gojili v gojišču MRS 
in jo po končani kultivaciji centrifugirali (3.000 rpm, 3 min) ter resuspendirali v sterilni 
fiziološki raztopini (0,9 % NaCl), da smo se znebili vpliva glukoze, ki je prisotna v 
gojišču. Sterilno mikrotitrsko ploščico s 96 luknjicami smo napolnili s 190 µL gojišča ter z 
10 µL prekonočne kulture. Pri tem smo se poslužili razporeditve, ki jo prikazuje slika 3. 
Vsako kolonijo smo testirali v dveh ponovitvah. 
 sev 1 sev 2 sev 3 sev 4 sev 5 sev 6 
 
 
brez 
sladkorja 
glukoza 
fruktoza 
rafinoza 
laktoza 
0,25% 
dušik 
0,3% žolč 
0,6% žolč 
Slika 3: Prikaz razporeditve gojišča in mikroorganizmov v mikrotitersko ploščico za ugotavljanje rasti. 
Absorbanco smo merili pri 600 nm (OD600) ob času 0 in nato vsako uro do zadnje meritve, 
ki je bila po 8 urah inkubacije pri 37 °C. Na podlagi pridobljenih podatkov smo naredili 
grafični prikaz spremembe absorbance po času. 
 Preverjanje sprememb občutljivosti na antibiotike po različno dolgi 3.3.3
izpostavljenosti stacionarni fazi 
Za namen testiranja občutljivosti na antibiotike smo pripravili plošče z gradientom 
koncentracije antibiotikov (Curiale in Levy, 1982). Plošče smo pripravili tako, da smo v 
nagnjeno petrijevo ploščo najprej nalili 10 mL gojišča MRS oziroma mešanice Mueller-
Hinton (Biolife) in MRS (9:1) z dodanim antibiotikom, katerega končna koncentracija je 
podana v preglednici 12. Ko se je ta plast strdila smo čez vodoravno postavljeno ploščo 
prelili 10 mL enakega gojišča brez dodanega antibiotika.  
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Preglednica 12: Vrsta in koncentracija antibiotikov za pripravo trdnih gojišč ter mejne vrednosti 
koncentracije antibiotikov za določitev odpornih sevov predpisane s strani EFSAe (2012). 
Antibiotik 
Koncentracija 
(mg/L) 
Mejne vrednosti za odpornost (MIC) (mg/L) 
L. plantarum L. helveticus L. casei Pediococcus 
Tetraciklin 100 32 4 4 8 
Ampicilin 100 2 1 4 4 
Kanamicin* 500 64 16 64 64 
Eritromicin 100 1 1 1 1 
Kloramfenikol 100 8 4 4 4 
*kanamicin smo dodajali v kombinirano gojišče Mueller-Hinton (Biolife) in MRS 
(razmerje 9:1) 
Kulture (nestarane; 16 dni, 23 dni in 30 dni starane) smo 24 ur pred nanosom na gojišča z 
antibiotiki inokulirali v 10 mL tekočega gojišča MRS in inkubirali mikroaerofilno pri 37 
°C (1 % inokulum). Naslednji dan smo falkonke dobro premešali in vzorce nanesli na 
plošče z gradientom antibiotikov. Nanos je potekal tako, da smo na tisti del plošče, ki je 
vseboval najnižjo koncentracijo antibiotika, nanesli 10 µL vzorca in ga s sterilnim 
zobotrebcem v ravni liniji razmazali proti največji koncentraciji. Na isto ploščo smo 
nanesli isti sev po različno dolgi rasti v stacionarni fazi (16, 23 in 30 dni), ter divji tip, 
oziroma sev, ki ni bil gojen v stacionarni fazi. Inkubacija plošč je potekala anaerobno pri 
37 °C 48 ur. 
 Preverjanje sprememb v aktivnosti -galaktozidaze z modro belim testom po 3.3.4
različno dolgi izpostavljenosti stacionarni fazi  
Testirali smo vse seve, katerim smo že določili KE po metodi opisani zgoraj. Za vsak sev 
smo uporabili vsaj 3 kolonije, zrasle na MRS ploščah, po vsakem času rasti v stacionarni 
fazi (16, 23 in 30 dni). Kot kontrolo smo testirali kolonije brez inkubacije v stacionarni 
fazi. Vsako kolonijo smo precepili na 2 varianti trdnih gojišč mMRS z X-Gal. Gojišča so 
imela dodano glukozo (mMRS2) ali laktozo (mMRS3). Če je sev imel aktivno 
β-galaktozidazo, se je kolonija obarvala modro. Inkubacija je potekala 48 h pri 37 °C 
anaerobno.   
 Kompeticijski eksperiment za preverjanje fenotipa GASP 3.3.5
3.3.5.1 Priprava celičnih kultur  
Za fenotip GASP (»growth advantage in stationary phase«) velja, da bakterije, ki preživijo 
dlje časa v stacionarni fazi, akumulirajo tihe mutacije, ki jim dajo v stacionarni fazi 
prednost v kompeticiji s populacijami, ki niso bile izpostavljene stacionarni fazi (Bačun-
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Družina in sod., 2006). Fenotip GASP smo preverjali tako, da smo v gojišče simultano 
nacepili dve različni bakterijski kulturi: laktobacil (sev 1) in E. coli (sev 2) (Preglednica 
13). V tipičnem GASP eksperimentu, v katerem želimo ugotoviti, ali je določen sev bolje 
prilagojen za rast v stacionarni fazi, ko-inokuliramo kulturo, ki je bila izpostavljena 
stacionarni fazi (laktobacil) rasti in sev, ki ni bil izpostavljen stacionarni fazi (E. coli) in ki 
je ravno dosegel stacionarno fazo. Mešane kulture smo pripravili v različnih razmerjih. Da 
bi omogočili čim bolj enotne začetne razmere ob inokulaciji smo seve in starane kulture, ki 
so bile tudi zamrznjene, 24 ur pred vnosom v skupno gojišče, inokulirali v gojišče MML (1 
% inokulum zamrznjene kulture, pridobljene iz dolgotrajne stacionarne faze ali izhodni 
sev). Predinkubacijo posameznih sevov smo izvajali v mikroaerofilnih razmerah na 37 °C, 
ker so to optimalne razmere za rast laktobacilov. 
3.3.5.2 Inkubacija in vzorčenje 
Po 24 urah smo vse vzorce 10-kratno redčili s sterilno fiziološko raztopino in izmerili 
absorbanco (OD600). Z nadaljnim redčenjem smo uravnali OD na enako vrednost, da smo 
dosegli približno enako število celic v vzorcih. Nato smo vzorce zmešali v ustreznih 
razmerjih.  
Za preverjanje fenotipa GASP pri laktobacilih smo uporabili kombinacije sevov, podane v 
preglednici 13. 
Preglednica 13:  Kombinacije sevov za določanje fenotipa GASP.  
Sev 1 Sev 2 
L. plantarum KR6 WT E. coli K17 
L. plantarum KR6 23dni E. coli K17 
L. plantarum KR3 WT E. coli K17 
L. plantarum KR3 30dni E. coli K17 
L. plantarum SF9 WT E. coli K17 
L. plantarum SF9 30dni E. coli K17 
Vse mešane kulture dveh sevov smo pripravili v razmerjih 1:1, 1:100, 1:1000 in 1:10.000 v 
treh ponovitvah, pri čemer je bilo več bakterij iz stolpca sev 2. Vzorčenje je potekalo na 
2 do 3 dni. Ustrezne redčitve smo nanesli na 2TY plošče za štetje E. coli in na MRS za 
štetje L. plantarum KR6, KR3 in SF9. 2TY smo inkubirali pri 37 °C aerobno in plošče 
pregledali po 24 urah, vse ostale plošče smo inkubirali anaerobno pri 37 °C 48 ur. 
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4 REZULTATI 
4.1 PREŽIVETJE SEVOV V STACIONARNI FAZI 
 Ugotavljanje kolonijskih enot v stacionarni fazi 4.1.1
Vse bakterije niso sposobne dolgotrajnega preživetja v stacionarni fazi. Preživetje je 
odvisno od okoljskih razmer, seva samega ter njegove učinkovitosti prilagajanja. Pri 
eksperimentu smo uporabili 2 različni gojišči, in sicer MML in MRS. Ostale fiziološke 
razmere so bile med paralelkami enake (zatesnjene centrifugirke, nestresane kulture, 37 
°C). Rezultati uspešnosti preživetja so podani v preglednici 14. Preživetje dolgotrajne 
stacionarne faze je značilno za sev, saj so sevi iste vrste pokazali različno preživetje. 
Preživetje 30 dni na MML smo opazili pri večjem številu sevov (10 od 11) medtem ko smo 
na MRS zaznali preživetje le 7 sevov od 11.  
Preglednica 14: Rezultati ugotavljanja števila bakterij, ki tvorijo kolonije, po izpostavljenosti  stacionarni fazi 
16, 23, 30 dni. Sevi vrste Lactobacillus plantarum so prikazani z modro barvo, sev vrste Lactobacillus casei 
z zeleno, sev vrste Lactobacillus salivarius z rdečo, seva vrste Pediococcus acidilactici z vijolično in sev 
vrste Enterococcus faecalis z oranžno. N neštevno število kolonij, / ni zraslih kolonij; 0 in -1 ponazarja 
redčitev nacepljenega  vzorca. 
 16 dni 23dni 30dni 
gojišče MML MRS MML MRS MML MRS 
sev 0 -1 0 -1 0 -1 0 -1 0 -1 0 -1 
KR3 N 41 / / N N / / N N / 9 
KR6 300 55 N N N N N N / / / / 
KZ6 103 15 N 300 400 44 N 234 N N 131 40 
B 249 N N N N 28 1 N N 400 108 N N 
L 947 N N N N 108 3 N N 321 48 N N 
SF 1 N 300 / / 41 8 / / 40 / / / 
SF 9 N N / / N 49 144 15 1 / N N 
S1-17 / / / / N 31 / / N 600 / / 
S2-23 N N N N N N N N N N N N 
B-1950 N N N N N 400 N N N N N N 
MA2 1 / / / N N / / N N / / 
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 Merjenje vrednosti pH v stacionarni fazi 4.1.2
Mlečnokislinskim bakterijam ustreza zmerno zakisano okolje. Zanimalo nas je ali bakterije 
tekom stacionarne faze še dodatno zakisajo gojišče. Začetna vrednost pH gojišč je bila 6,2 
v MRS in med 6,0 in 6,5 v MML. Pri vseh sevih je vrednost pH gojišča po 16 urah 
inkubacije upadla in je bila podobna v gojišču MRS in MML. Prav tako ni bilo velike 
razlike v končni vrednosti pH med sevi. Vrednost pH je padla na nižjo vrednost že pred 16 
dnem inkubacije in se do 30 dneva skoraj ni spreminjala. Edina izjema je L. plantarum S2-
23, pri katerem je vrednost pH upadla nekoliko manj in je bila po 16 urah višja za približno 
0,5 enote, kot pri ostalih sevih (Preglednica 15). 
Preglednica 15: Vrednosti pH gojišča po različno dolgem preživetju v stacionarni fazi. 
  število dni v stacionarni fazi 
 16 23  30  
 gojišče MRS MML MRS MML MRS MML 
vrsta sev 
Lactobacillus plantarum KR3 4,45 4,54 4,44 4,54 4,32 4,43 
KR6 4,55 4,49 4,49 4,56 4,39 4,47 
MA2 4,44 4,43 4,44 4,51 4,34 4,43 
SF1 4,54 4,6 4,51 4,7 4,41 4,61 
SF9 4,46 4,47 4,46 4,59 4,37 4,53 
S2-23 5,07 4,95 5,06 5,04 4,93 4,9 
Lactobacillus casei KZ6 4,54 4,48 4,51 4,5 4,41 4,4 
Lactobacillus salivarus B-1950 4,37 4,43 4,44 4,54 4,31 4,41 
Pediococcus acidilactici B 249 4,52 4,55 4,57 4,64 4,47 4,52 
L 947 4,57 4,54 4,63 4,64 4,57 4,55 
Enterococcus faecalis S1-17 4,53 4,47 4,58 4,58 4,38 4,47 
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4.2 SPREMLJANJE RASTI SEVOV, IZPOSTAVLJENIH DOLGOTRAJNI 
STACIONARNI FAZI V RAZLIČNIH GOJIŠČIH 
Bakterije tekom prilagajanja na dolgotrajnejše preživetje v stacionarni fazi spreminjajo 
metabolizem. Vsaka kultura, ki je preživela dolgotrajno stacionarno fazo rasti, je 
najverjetneje mešanica kolonij z različnimi genetskimi spremembami, zato smo testirali 
večje število kolonij iz različno dolge izpostavljenosti stacionarni fazi rasti v svežih 
gojiščih. Predvidevali smo, da se bo njihova sposobnost metabolizma sladkorjev 
spremenila, prav tako smo želeli opazovati morebitne spremembe v rasti ob prisotnosti 
žolča ter ob zmanjšanju virov dušika. Rast smo spremljali v tekočih gojiščih z merjenjem 
OD600. Na sliki 4 je prikazan en primer od mnogih, in sicer rast dveh izbranih kolonij seva 
L. plantarum KR6, izhodnega seva (4A) in seva izpostavljenega dolgotrajni stacionarni 
fazi 23 dni (4B), ki smo ju precepili v različna sveža gojišča. Opazimo, da sta sestava 
gojišča in staranje vplivala na rast izbranega seva. Nestaran sev KR6 je rastel s podobno 
dinamiko na vseh izbranih testnih gojiščih, slabša rast je bila značilna za gojišče brez 
dodane glukoze. Po 23 dneh staranja pa je bila rast slabša na rafinozi in laktozi.  
A 
 
 
 
 
 
 
B 
 
Slika 4: Primer rastnih krivulj seva L. plantarum KR6 nestaranega (A) in staranega 23 dni (B) v različnih 
gojiščih osem ur pri temperaturi 37 °C, nestresano. 
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Slika 5 prikazuje rast petih sevov vrste L. plantarum (KR3, KR6, SF1, SF9, MA2), vrste 
L. casei (KZ6) in vrste L. salivarius (B-1950) na različnih gojiščih po osmih urah 
inkubacije na 37 °C. Podatki so podani v odstotkih in prikazujejo relativno vrednost, 
preračunano glede na rast v gojišču z glukozo (mMRS11) po 8 urah. Vsak panel prikazuje 
rast različno starih sevov (nestaranih, 16, 23 in 30 dni). Rezultati so podani za 
reprezentativne kolonije za vsak sev laktobacilov
3
. Celoten nabor rezultatov je naveden v 
prilogi A. 
Rezultati pokažejo razlike med sevi in razlike zaradi staranja. Vsi sevi so slabše rastli na 
gojišču brez dodane glukoze. Po 30 dneh se je rast pri sevih KZ6 in KR3 nekoliko 
izboljšala tudi v gojišču brez dodane glukoze. Vsi sevi so rastli na fruktozi, s staranjem se 
je rast ob dodatku tega sladkorja nekoliko spreminjala vendar ni jasnih trendov. Rast na 
rafinozi je bila zelo variabilna, nekateri so na tem sladkorju zelo dobro rastli, drugi pa zelo 
slabo. Po 23 in 30 dneh staranja je več sevov v območju oranžno-rdeče, kar pomeni, da so 
kazali boljšo rast kot pred staranjem. Pri sevu L. plantarum S2-23 je rast po dolgotrajni 
stacionarni fazi upadla na gojiščih mMRS z dodano rafinozo in laktozo. Največjo rast na 
teh gojiščih smo opazili pri nestarani različi seva S2-23 (>90 % rasti), med tem ko je 16 in 
23 dni staran sev kazal slabšo rast (<20 % rasti). Poslabšanje rasti na alternativnih virih 
ogljika prav tako ni presenetljiva, saj le-teh nismo dodajali v gojišče med inkubacijo v 
dolgotrajni stacionarni fazi in se sevi nanje niso mogli prilagoditi. 
Večina sevov je tolerirala prisotnost žolča, a se ta toleranca ni izboljšala s staranjem. 
Opazili smo pa, da so 30 dni starani sevi laktobacilov bolje rastli na gojiščih z dodanim 
žolčem, kot 16 dni starani. Izjema je bil sev L. salivarius B-1950, ki ni toleriral prisotnosti 
žolča ne glede na starost. Pri sevu B-1950 sicer nismo opazili velikega nihanja rasti zaradi 
staranja. Podoben trend, kot pri dodajanju žolča smo opazili tudi v gojišču z zmanjšano 
prisotnostjo dušika. Tudi tukaj se rast ni izboljšala kljub izpostavitvi stacionarni fazi rasti. 
Sev L. plantarum MA2 je tekom podaljšanja stacionarne faze izboljšal sposobnost rasti na 
različnih virih ogljika in v gojišču mMRS z dodanim žolčem (po 23 in 30 dneh); ta sev star 
16, 23 in 30 dni je bolje rastel na gojiščih z različnimi viri ogljika (rafinoza, fruktoza).  
 
                                                          
3
 podatki za 30 dni staran sev S2-23 vrste L. plantarum je izvzet iz grafičnega prikaza, saj podatki presegajo 
maksimalne vrednosti barvne lestvice (podatki so v prilogi A). Sklepam, da je prišlo do napake pri 
inokulumu in je ta večji kot v ostalih primerih.  
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4.3 SPREMEMBA OBČUTLJIVOSTI ZA ANTIBIOTIKE PO RAZLIČNO DOLGI 
RASTI V STACIONARNI FAZI 
Ena od lastnosti, ki bakterijam daje konkurenčno prednost, je odpornost proti antibiotikom. 
Ta lastnost je še posebej pomembna pri bakterijah prebavnega trakta, kjer je izpostavitev 
antibiotikom neizogibna. Testirali smo bakterijske kulture, ki so bile različno dolgo 
izpostavljene stacionarni fazi (16, 23, 30 dni), ter izhodiščno kulturo, ki stacionarni fazi ni 
bila izpostavljena. Sliki 6 in 7 prikazujeta, kako se odpornost proti antibiotikom spreminja 
pri sevih po izpostavitvi podaljšani inkubaciji v stacionarni fazi. Uporabili smo metodo, 
kjer smo imeli gojišče na ploščah v gradientu od 0 do 25 µg/mL (eritromicin, ampicilin, 
Slika 5: Rast sevov vrste L. plantarum (KR3, KR6, SF1, SF9, MA2), vrste L. casei (KZ6) in vrste L. salivarius 
(B-1950) na različnih gojiščih po osmih urah inkubacije na 37 °C. Podatki so podani procentualno in 
prikazujejo relativno vrednost, preračunano glede na rast v gojišču mMRS11 (z glukozo). 
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kloramfenikol), 100 µg/mL za tetraciklin oziroma 500 µg/mL za kanamicin. Metoda sicer 
ne omogoča določanja MIK, vendar nam daje hiter vpogled v morebitne spremembe 
odpornosti. Na sliki 6 so prikazani samo predstavniki vrste L. plantarum. Najpogosteje se 
je pojavilo povišanje odpornosti proti kanamicinu. Razrast po celotnem gradientu (0 do 
500 ug/mL), smo opazili pri sevih L. plantarum KR3 30 dni, KR6 16 dni, MA2 16 dni in 
pri vseh starostih seva SF1. Gojišče MRS, ki se običajno uporablja za gojenje MKB, v 
primeru testiranja odpornosti proti kanamicinu ni bilo ustrezno, saj lahko interferira z 
nekaterimi antibiotiki, zato smo v tem primeru uporabili spremenjeno gojišče, kakor smo 
tudi navedli v metodah (Abriouel in sod., 2015). Odpornost proti tetraciklinu se ni 
povečala pri nobenem izmed sevov, medtem ko se je odpornost proti kloramfenikolu 
povečala v manjšem obsegu (pri sevu KR3 po 30 dneh in pri sevu SF1). Od vseh 
uporabljenih antibiotikov so laktobacili najbolj občutljivi na ampicilin. Pri uporabi 
ampicilina do rasti laktobacilov ni prišlo pri sevih KR3, SF1, SF9. Občutljivost na 
eritromicin je visoka, saj je bila razrast bakterij največ do enega centimetra, pri maksimalni 
koncentraciji eritromicina 25 µg/mL. 
 
Slika 6: Prikaz odpornosti proti antibiotikom za seve L. plantarum KR3, KR6, SF9, MA2 in SF1. Primerjane 
so starane kulture 16, 23 in 30 dni ter divji tip sevov. Vrednosti so podane v centimetrih razrasta bakterij po 
gradientnem gojišču. 4 centimetrski razrast pomeni razrast po celotni dolžini petrijevke. Eksperiment smo 
izvedli enkrat. 
Slika 7 prikazuje odpornosti proti antibiotikom drugih enterobakterij. Pri vseh smo opazili 
visoko neobčutljivost na kanamicin. Seva vrste P. acidilactici B 249, L 947 sta bila edina, 
ki sta kazala delno odpornost proti tetraciklinu. Prav tako sta bila seva B 249, L 947 delno 
odporna proti ampicilinu. Pri staranih sevih L. casei KZ6 in E. faecalis S1-17 smo opazili 
višjo stopnjo odpornosti proti ampicilinu, v primerjavi z izhodnim sevom. Neodpornost 
proti kloramfenikolu je kazal le divji tip seva E. faecalis S1-17. Vsi ostali sevi so bili 
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zmerno odporni proti kloramfenikolu. Do sprememb pri odpornosti proti kloramfenikolu 
pri staranih sevih napram divjim tipom ni prišlo. Vsi sevi so kazali zmerno odpornost proti 
eritromicinu. Najbolj odporen je bil sev P. acidilactici L 947. 
 
Slika 7: Prikaz odpornosti proti antibiotikom sevov L. casei (KZ6), Pediococcus acidilactici (B 249, L 947) 
in Enterococcus faecalis (S1-17) starane kulture 16, 23 in 30 dni, ter divji tip sevov. Vrednosti so podane v 
centimetrih razrasta bakterij po gradientnem gojišču. 4 centimetrski razrast pomeni  razrast po celotni dolžini 
petrijevke. Eksperiment smo izvedli enkrat. 
4.4 PREVERJANJE SPREMEMB Β-GALAKTOZIDAZNE AKTIVNOSTI PO 
RAZLIČNO DOLGI RASTI V STACIONARNI FAZI Z MODRO BELIM 
TESTOM 
Ena od mnogih prilagoditev bakterij na neugodne razmere je uporaba alternativnih virov 
sladkorjev. Bakterije najprej porabijo enostavno metabolizirajoči sladkor glukozo in šele 
nato ostale. Prisotnost glukoze blokira sintezo β-galaktozidaze, encima odgovornega za 
hidrolizo laktoze (Madigan in Martinko, 2006). Preglednica 18 prikazuje aktivnost β-
galaktozidaze po različno dolgi inkubaciji v stacionarni fazi pri različnih sevih. Vsako 
testirano kolonijo smo nanesli na dve različni gojišči, in sicer na gojišče z glukozo ter na 
gojišče z laktozo, pri obeh je bil dodan tudi X-gal, ki se ob aktivnosti β-galaktozidaze 
obarva modro. Iz vsake starosti (nestarane; 16 dni, 23 dni, 30 dni starane) smo testirali po 3 
kolonije. Kot omenjeno v sklopu metod, smo preverili več kolonij, ki so se razlikovale po 
starosti (nestarane celice, 16 dni, 23 dni in 30 dni starane), kot po mediju v katerem smo jih 
gojili (MRS, MML). Relevantni podatki so bili za seve, ki smo jih gojili v gojiščih MML, 
saj celice iz gojišča MRS v večini niso bile sposobne ponovne rasti po precepljanju na 
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plošče z dodanim X-gal. Opazili smo, da se vsi sevi, razen E. faecalis S1-17, na gojišču z 
laktozo obarvajo modro, torej imajo encim β-galaktozidazo. Pri večini sevov se je 
aktivnost β-galaktozidaze spremenila. Pri nekaterih sevih se je represija z glukozo 
spremenila, saj smo opazili aktivno galaktozidazo na gojišču z glukozo, čeprav je pri 
kontrolni kulturi ni (KR3, S1-17). V nekaterih primerih je aktivnost galaktozidaze upadla 
pri staranih sevih (MA2, S2-23). V kar nekaj primerih je bila obarvanost kolonij na gojišču 
z laktozo temnejša, kot obarvanost kolonij na gojišču z glukozo, kar pomeni da je aktivnost 
encima na laktozi večja, kar je posledica delovanja laktoze kot antirepresorja pri sintezi β-
galaktozidaze (KR3 23 dni, KR6 WT in 23 dni, SF1 WT in 23 dni, SF9 WT in 16 dni, KZ6 
vse starosti, B-1950 WT in 23 dni, B 249 WT, 23 dni in 30 dni, L 947 WT in 23 dni).  
Preglednica 16: Rezultati modro belega testa izbranih sevov. Sevi vrste Lactobacillus plantarum so prikazani 
z modro barvo, sev vrste Lactobacillus casei z zeleno, sev vrste Lactobacillus salivarius z rdečo, seva vrste 
Pediococcus acidilactici z vijolično in sev vrste Enterococcus faecalis z oranžno.  L-laktoza, G-glukoza,  ++-
modre kolonije, +- svetlo modre kolonije, --bele kolonije, /-ni podatkov. 
Sev 
Sladkor v 
gojišču 
Število dni v stacionarni fazi 
0 16 23 30 
KR3 L ++ ++ ++ ++ 
G - ++ + ++ 
KR6 L ++ ++ ++ / 
G + ++ + / 
MA2 L ++ ++ + + 
G ++ ++ + + 
SF1 L ++ ++ ++ ++ 
G + ++ + ++ 
SF9 L ++ ++ ++ ++ 
G + + ++ ++ 
S2-23 L ++ ++ + + 
 G ++ ++ + + 
KZ6 L ++ ++ ++ ++ 
 G + + + + 
B-1950 L ++ ++ ++ ++ 
 G + ++ + ++ 
B 249 L ++ + ++ ++ 
 G + + + +  
L 947 L ++ ++ ++ ++ 
 G + - + ++ 
S1-17 L - / ++ ++ 
 G - / ++ ++ 
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4.5 PREDNOST SEVOV L. plantarum PRED SEVOM E. coli V STACIONARNI 
FAZI RASTI 
V eksperimentih GASP smo kultivirali E. coli staro en dan ter izbrane seve L. plantarum 
(KR6, KR3 in SF9), ki so bili različno dolgo izpostavljeni stacionarni fazi. Pri tem je bila 
koncentracija E. coli večja kot laktobacilov. Namen ekperimenta je bil preveriti ali so  
izbrani sevi pridobili prednost rasti v stacionarni fazi (fenotip GASP). Naše začetne 
inokulacije bi naj bile 1:1, vendar grafi prikažejo drugačno sliko, ki pravi, da nismo pri 
vseh ustrezno uravnali začetnega števila celic. Poskus bi bilo vredno ponoviti in preveriti 
še dinamiko rasti v dejanskem razmerju 1:1. Poleg tega smo prikazali le reprezentativne 
vzorce. 
 Mešana kultura L. plantarum KR6 in E. coli 4.5.1
Pri opazovanju fentotipa GASP smo izvedli sočasno kultivacijo E. coli in L. plantarum 
KR6 v različnih razmerjih. Na sliki 8 so prikazani razulltati kultivacij. V razmerju 1:1 KR6 
preraste E. coli, neodvisno od starosti seva (slika 8 A, D), medtem ko pri razmerju 1:1000 
opazimo sobivanje (B, E). Pri 23 dni staranem sevu opazimo šibek GASP fenotip, saj se 
število laktobacilov približuje številu bakterij E. coli (C), katere počasi upadajo kljub 
razmerju 1:10.000 v prid E. coli. Opazimo, da laktobacili, če rastejo sami in ne v mešani 
kulturi z E. coli, odmirajo hitreje (8F). Sklepamo lahko, da je razlog ravno v prisotnosti 
druge bakterije, ki pozitivno vpliva na rast laktobacilov.  
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Slika 8: Rastne krivulje mešanih kultur za L. plantarum KR6 ter  E. coli K17. Slike A-E prikazujejo sočasno 
kultivacijo L. plantarum KR6 nestaran (▲), L. plantarum KR6, staran 23 dni (■) in E. coli stare 1 dan (●). 
Začetna razmerja so sledeča: A in D 1:1, B in E 1:1000 v prid E. coli in C 1:10.000 v prid E. coli. Graf F 
prikazuje krivulje preživetja čistih kultur.   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
37 
Peternel T. Vpliv dolgotrajne stacionarne faze na izbrane bakterije iz rodu Lactobacillus. 
   Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij biotehnologije, 2018 
 
 
 Mešana kultura L. plantarum KR3 in E. coli 4.5.2
Sev Lactobacillus plantarum KR3 smo uporabili za preverjanje fenotipa GASP pri sočasni 
kultivaciji z bakterijo E. coli. Slika 9 prikazuje uspešnost sobivanja E. coli in KR3. Sev 
KR3 vedno preraste E. coli, ne glede na starost seva. Ker se to zgodi tudi pri divjem tipu in 
ne le pri 30 dni staranemu sevu, gre za lastnost seva in ne moremo govoriti o prednosti 
rasti v stacionarni fazi. Če je v razmerju 1:100 (9 A, C), pride do tega že po 15 dneh 
skupne rasti. Ob razmerju 1:1000 (9 B, D), pa pride do tega pojava vsaj 10 dni kasneje. 
Razlog je verjetno v hitrejšem zakisanju okolja laktobacilov. Naše začetne inokulacije (9 
A, C) so bile 1:1, vendar graf prikaže drugačno sliko, ki pravi, da nismo ustrezno uravnali 
začetnega števila celic. Poskus bi bilo vredno ponoviti in preveriti še dinamiko rasti v teh 
razmerjih.  
 
Slika 9: Rastne krivulje mešanih kultur za L. plantarum KR3 ter E. coli K17. Slike A-D prikazujejo sočasno 
kultivacijo L. plantarum KR3 nestaran (▲), L. plantarum KR3 staran 30 dni (■) in E. coli stare 1 dan (●). 
Začetna razmerja so sledeča: A in C 1:100 v prid E. coli, B in D 1:1000 v prid E. coli. Graf E prikazuje 
krivulje preživetja čistih kultur. 
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 Mešana kultura L. plantarum SF9 in E. coli 4.5.3
SF9 je tretji sev Lactobacillus plantarum, pri katerem smo preverjali pojav fenotipa GASP. 
Opazimo, da pri razmerju 1:1 (10 A), kjer so bili laktobacili že predhodno prilagojeni 
stacionarni fazi rasti 30 dni, po približno 16 dneh skupne inkubacije prerastejo E. coli. 
Število slednje do konca poskusa konstanto upada. Do dominance laktobacilov pride tudi 
pri divjem tipu seva SF9, in sicer pri inokulaciji 1:10.000 (10 D). Pri začetnih razmerjih 
1:100 v prid E. coli, opazimo neke vrste sobivanje med vrstama, ne glede na starost seva 
SF9 (10 B, C). Iz rezultatov težko sklepamo v katerih primerih pride do prerasta 
laktobacila. Naše začetne inokulacije (10 C) so bile umerjene (OD600) na 1:1, vendar graf 
prikaže drugačno sliko, ki pravi, da nismo ustrezno uravnali začetnega števila celic. Poskus 
bi bilo vredno ponoviti in preveriti še dinamiko rasti v teh razmerjih. Poleg tega bi za bolj 
natančen rezultat lahko testirali večje število različnih razmerij. 
Slika 10: Rastne krivulje mešanih kultur za L. plantarum SF9 ter  E. coli K17. Slike A-D prikazujejo sočasno 
kultivacijo L. plantarum SF9 WT (▲), L. plantarum SF9 30 dni (■) in E. coli stare 1 dan (●). Začetna 
razmerja so sledeča: A 1:1, B in C 1:100 v prid E. coli, D 1:10.000 v prid E. coli. Graf E prikazuje krivulje 
preživetje čistih kultur. 
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5 RAZPRAVA 
5.1 PREŽIVETJE SEVOV V STACIONARNI FAZI RASTI 
Vse bakterije niso sposobne dolgotrajnega preživetja v stacionarni fazi. Preživetje je 
odvisno od okoljskih razmer, seva samega ter njegove učinkovitosti prilagajanja. Pri 
mlečnokislinskih bakterijah je običajno, da vzdržujejo aktiven metabolizem tekom 
stacionarne faze, pomembno vlogo igra predvsem katabolizem aminokislin. Pri 
Lactobacilllus acidophilus so raziskave pokazale,  da se tekom obdobja stradanja vključi 
sinteza kar 16 proteinov (De Angelis in sod., 2004). 
Rezultati te magistrske naloge nakazujejo, da sevi vrste Lactobacillus preživijo stacionarno 
fazo v večjem številu v gojišču MML kot  v MRS (mMRS1). Gojišče MML je manj 
bogato v primerjavi z MRS (manj virov dušika in glukoze), kar je možen razlog za večje 
preživetje. Že Wetzel (1999) je s sodelavci dokazal, da ima okoljski faktor, ki v bakteriji 
sproži prehod v stacionarno fazo, vpliv na preživetje. Tako so ugotovili, da je preživetje v 
stacionarni fazi boljše pri sevih, ki so v stacionarni fazo vstopili zaradi pomanjkanja virov 
ogljika, kot pri sevih, kjer je bil signal za vstop v stacionarno fazo nizka vrednost pH 
okolja. Prav tako je v naši raziskavi večina sevov v velikem številu preživela 30 dni v 
stacionarni fazi, kar je v skladu z opažanji drugih raziskovalcev (Hussain in sod., 2009). 
Preživetje se je razlikovalo med sevi. Pri sevih KR3, SF1, SF9 in MA2 je preživetje v 
gojišču MRS padlo pod mejo detekcije že pri prvem vzorčenju (16 dni), medtem ko pri 
sevu KR6 šele po 30 dneh. Vsi sevi pripadajo vrsti L. plantarum. Podoben odziv smo 
opazili tudi pri nekaterih sevih drugih vrst (L. casei KZ6, L. salivarius B-1950, P. 
acidilactici B 249, P. acidilactici L 947 in E. faecalis S1-17). V gojišču MML je bilo 
preživetje pod mejo detekcije pri samo dveh  sevih vrste L. plantarum (SF1, MA2,) in pri 
sevu S1-17 vrste E. faecalis, pri vseh treh vzorčenjih (16, 23, 30 dni), kar nakazuje, da je 
verjetno kultura odmrla že pred prvim vzorčenjem. Vrednosti pH se po 16 dneh ter do 
konca eksperimenta ne spreminjajo bistveno, najverjetneje do zakisanja pride takoj v 
začetku gojenja. Vsi sevi ustvarijo vrednost pH okolja med 4,4 in 4,9, najvišjo vrednost pH 
smo opazili pri sevu L. plantarum S2-23.  
5.2 PREVERJANJE SPREMEMB RASTI SEVOV V RAZLIČNIH GOJIŠČIH PO 
RAZLIČNO DOLGI RASTI V STACIONARNI FAZI 
Inkubacija mikroorganizmov v zaprtem sistemu povzroči kemične spremembe okolja. 
Izčrpajo se začetna hranila, pojavijo pa se nova na račun odmiranja celic. Konstantno 
spreminjanje energetskih možnosti sili bakterije v iskanje novih metabolnih poti in 
optimalno izkoriščanje hranil. Na podlagi te predpostavke smo želeli ugotoviti, ali se je 
posameznim kolonijam različnih sevov spremenil metabolizem po dolgotrajni 
izpostavljenosti stacionarni fazi rasti. Rast smo testirali v gojiščih z različnimi sladkorji 
(glukoza, rafinoza, laktoza, fruktoza), brez sladkorja, z dodanim žolčem (0,3 % in 0,6 %) 
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in v gojišču z zmanjšano vsebnostjo dušika (na 25 % začetne). Ugotovili smo, da sevi, 
izpostavljeni stacionarni fazi (starani sevi), lahko spremenijo rast na izbranih sladkorjih in 
občutljivost na prisotnost žolča, kar opazimo po precepljanju v sveže gojišče. Spremembe 
so lahko v smeri uspešnejše rasti, kot tudi slabše rasti. Spremembe so verjetno posledica 
mutacij, nastalih tekom stacionarne faze rasti, čeprav mutacij nismo direktno testirali. 
Naši rezultati spremljanja rasti sevov v različnih gojiščih kažejo precejšnje razlike med 
vrstami (L. plantarum, L. casei, L. salivarius), kot tudi med sevi iste vrste. Že Parente in 
sod. (2010) so ugotovili, da ni povezave med taksonomsko pozicijo laktobacilov in 
njihovim odzivom na stres.  Poleg  tega so opazili, da ni korelacije med virom izoliranega 
seva in odzivom na stres. Mi smo uporabili dva seva L. plantarum, izolirana iz kisle repe 
(KR3, KR6) in nismo opazili podobnosti med njima v rasti v različnih gojiščih pred in po 
preživetju v stacionarni fazi. 
Rezultati kažejo, da imajo sevi laktobacilov večinoma visoko odpornost proti žolču. Ta 
lastnost ni presenetljiva, če upoštevamo naravna okolja laktobacilov. Odpornost proti žolču 
pri laktobacilih so potrdili tudi drugi raziskovalci (Turkova in sod., 2012; Parente in sod., 
2010; Cebeci in Gürakan, 2002). 
Panel 30 dni staranih sevov nam pokaže rahlo boljšo rast na gojišču brez dodanega 
sladkorja pri sevih L. plantarum KR3 in L. casei KZ6, kot pri nestaranih sevih in sevih 
staranih 16 ali 23 dni. Poleg tega vidimo pri 30 dni staranih sevih boljšo rast v gojiščih z 
dodanim žolčem (0,3 % in 0,6 %) v primerjavi z nestaranimi sevi.  Izjema je L. salivarius 
B-1950, ki je imel povsod slabo rast v gojiščih z dodanim žolčem. Parente s sodelavci 
(2010) so izpostavili seve laktobacilov različnim stresom, tudi stradanju in kislemu okolju. 
Uporabili so celice iz eksponentne in stacionarne faze. Opazili so rahlo večjo odpornost 
celic stacionarne faze proti stradanju in kislemu okolju v primerjavi s celicami eksponentne  
faze. Čeprav naši eksperimenti niso povsem primerljivi, tudi mi opazimo boljšo rast  
laktobacilov iz stacionarne faze v primeravi z mladimi, nestaranimi laktobacili. Natančneje 
opazimo v gojiščih z dodanim žolčem rahlo izboljšano rast laktobacilov, ki so preživeli 30 
dni v stacionarni fazi, v primerjavi z nestaranimi sevi. 
Bakterijska vrsta L. plantarum je izredno prilagodljiva in jo najdemo v različnih ekoloških 
nišah (mlečni proizvodi, fermentirane mesnine, kislo testo, rastlinski substrati, respiratorni, 
gastrointestinalni in vaginalni trakt ljudi), kar ni presenetljivo, saj ima vrsta velik genom 
(3,3 MB velik kromosom). Analiza genoma seva L. plantarum WCFS1 je razkrila veliko 
število genov, ki kodirajo proteine, ki sodelujejo pri prevzemu in koriščenju sladkorjev 
(25 celotnih fosfotransferaznih kompleksov in 30 drugačnih sistemov za transport 
ogljikovih hidratov) (Siezen in van Hylckama Vlieg, 2011). Naši rezultati niso 
presenetljivi, saj smo opazili, da laktobacili uspešno rastejo v različnih gojiščih. Sposobni 
so rasti na različnih virih sladkorja (glukoza, fruktoza, laktoza, rafinoza), kot tudi na 
gojišču z zmanjšano vsebnostjo dušika. Opazili smo razlike v uspešnosti rasti med sevi 
laktobacilov v različnih gojiščih, kar se sklada s primerjavo genomov laktobacilov, ki sta 
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jo naredila Siezen in van Hylckama Vlieg (2011). Primerjava genomov šestih sevov 
laktobacilov te vrste pokaže razlike v številu in vrsti prisotnih genskih kaset, ki so potrebne 
za izkoriščanje ogljikovih hidratov. Raziskovalca menita, da je vrsta L. plantarum 
»strokovnjak« za prevzem teh genskih kaset. Pri našem eksperimentu je 30 dni staran sev 
L. plantarum S2-23 pokazal izstopajoče uspešno rast v različnih gojiščih (~200 % rast na 
fruktozi, laktozi in rafinozi glede na referenčno rast na glukozi). Poskus smo izvedli enkrat 
in rezultat ni preverjen, vendar ima vrsta L. plantarum, zaradi sposobnosti prevzema 
genskih kaset, velik potencial pri rasti v različnih gojiščih in morda je to ena uspešnejših. 
Trendi sprememb rasti laktobacilov v različnih gojiščih po različno dolgi rasti v stacionarni 
fazi niso zelo jasno razvidni vendar je razvidno, da se rast sevov in metabolna aktivnost 
laktobacilov spreminja s časom in da se pojavijo variante z višjo in nižjo aktivnostjo kot je 
bila izhodna. Vendar za zdaj ne moremo zaključiti, da so spremembe posledica fenotipa 
GASP, kar je v skladu z rezultati Machielson in sod. (2010), ki niso opazili povečanja 
frekvence mutacij v stacionarni fazi. Za trdnejše zaključke o vplivu stacionarne faze na 
metabolne spremembe sevov bi bilo potrebno izvesti več bioloških ponovitev poskusa. 
Lahko pa zaključimo, da izpostavitev sevov stacionarni fazi sproži spremembe sevov in je 
tako to primeren prostopek v biotehnologiji za pridobivanje bolj učinkovitih mutant.  
5.3 SPREMEMBA OBČUTLJIVOSTI NA ANTIBIOTIKE PO RAZLIČNO DOLGI 
RASTI V STACIONARNI FAZI 
Trenutno je prijavljenih okužb povezanih z MKB malo in ni dokazov, da bi laktobacili iz 
fermentirane hrane povzročili oportunistične okužbe, nevarna pa je vloga laktobacilov kot 
rezervoarja genov antibiotične odpornosti. Obstaja namreč možnost prenosa teh genov na 
bakterije gastrointestinalnega trakta (Abriouel in sod., 2015). Probiotiki sicer veljajo za 
varne, vendar obstajajo tri teoretične nevarnosti pri njihovi uporabi. Te so pojav bolezni, 
kot so bakterijemija, endokarditis, toksičen ali metabolni vpliv na prebavila in prenos 
antibiotične odpornosti na črevesno mikrobioto. Da se izognemo zadnjemu problemu, 
probiotiki ne smejo biti odporni proti antibiotikom, ki so medicinsko pomembni (Sharma 
in sod., 2014). Prav zato je EFSA (2012) določila antibiotike, za katere moramo pri 
laktobacilih, ki so namenjeni uporabi v prehrani ljudi ali živali, določiti MIK, ter mejne 
vrednosti MIK. Ti antibiotiki so: ampicilin, vankomicin, gentamicin, kanamicin, 
streptomicin, eritromicin, klindamicin, tetraciklin, kloramfenikol, ter v posebnih primerih 
tilozin, apramicin, nalidiksična kislina, sulfonamid in trimetoprim. 
Stacionarna faza rasti predstavlja stres, ki lahko deluje kot aktivator splošnega stresnega 
odziva in bakteriji da konkurenčno prednost pri soočanju z drugimi stresnimi dejavniki. Že 
dolgo je znano, da izpostavitev bakterij subletalni dozi določenega stresa vzbudi 
navzkrižno odpornost. Pojav so zabeležili tudi pri nekaterih probiotičnih sevih (Saarela in 
sod., 2004; De Angelis in Gobbetti, 2004). Prav zato smo želeli preveriti ali izpostavitev 
stresu dolgotrajne stacionarne faze rasti sproži odpornost proti antibiotikom. To smo 
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preverjali tako, da smo seve po dolgotrajni stacionarni fazi izpostavili gradientu 
koncentracije posameznega antibiotika na trdnem gojišču. Metoda ni dovolj natančna za 
kvantitativno določanje odpornosti, vendar nam daje dober vpogled v spremembe 
občutljivosti na antibiotik. Pri bakterijah, ki smo jih testirali, je dobro vidno povečanje 
odpornosti proti kanamicinu, ki se pojavlja najpogosteje. To odpornost so opazili tudi drugi 
raziskovalci, tako pri naravnih izolatih (Zhou in sod., 2005), kot tudi pri starterskih 
kulturah (Kastner in sod., 2006) ter pri komercialno dostopnih probiotičnih sevih (Sharma 
in sod., 2014). V naši raziskavi v večini primerov ni prišlo do sprememb pri občutljivosti 
na antibiotike po dolgotrajni izpostavitvi stacionarni fazi. Pri petih sevih pa se je 
občutljivost na določen antibiotik zmanjšala po izpostavitvi stacionarni fazi vsaj 16 dni. 
Povečana odpornost se je pojavila pri 3 sevih L. plantarum; pri SF9 in MA2 se je 
odpornost proti kanamicinu pojavila že po 16 dnevnem staranju, vendar ne pri maksimalni 
koncentraciji antibiotika (500 µg/mL). Pri sevu KR3 se je odpornost proti kanamicinu 
izboljšala šele po 30 dneh v stacionarni fazi. Lactobacillus plantarum KR3 je prav tako 
povišal odpornost proti kloramfenikolu, in sicer po 23 dneh inkubacije v stacionarni fazi. 
L. casei KZ6 je pridobil odpornost proti ampicilinu že po 16 dneh staranja, po 23 dneh pa 
je bila ta odpornost še višja. Odpornosti je pridobil tudi sev Enterococcus faecalis S1-17, 
in sicer proti ampicilinu. Vsi sevi L. plantarum so bili odporni proti tetraciklinu, vendar ne 
pri maksimalni koncentraciji antibiotika (100 µg/mL). Razrast po ploščah s tem 
antibiotikom je od 0,5 cm (MA2) do 1,5 cm (SF9, SF1), ta odpornost se s staranjem ni 
povečala. Odpornost proti tetraciklinu so za laktobacile potrdili tudi drugi raziskovalci 
(Cebeci in Gürakan, 2003; Kastner in sod., 2006; Abriouel in sod., 2015). EFSA (2012) je 
predpisala vrednosti koncentracije antibiotikov (MIK), ki določajo ali je posamezen sev 
odporen ali občutljiv na določen antibiotik. Sev se smatra za odpornega, če je sposoben 
rasti na gojišču z antibiotikom, katerega koncentracija je višja od te vrednosti. 
Metodologija uporabljena v tej nalogi nam ne omogoča določanja koncentracije antibiotika 
pri kateri je sev še sposoben rasti (MIK). Opazovali smo le razlike v odpornosti, ki so se 
pojavile pri sevih po različno dolgi inkubaciji v stacionarni fazi. Prav zato ne moremo z 
gotovostjo trditi ali je sev postal odporen proti določenemu antibiotiku, ampak le da se je 
odpornost spremenila. Za natančnejše, kvantitativno določanje odpornosti proti 
antibiotikom bi morali uporabiti natančnejšo metodo, na primer E-test ali mikrodilucijsko 
metodo.  
V probiotičnih živilih se bakterije znajdejo v relativno dolgi stacionarni fazi, torej je 
sposobnost pridobivanja odpornosti proti antibiotikom zaskrbljujoča. Odpornosti proti 
antibiotikom je med probiotičnimi sevi veliko, kar so potrdili raziskovalci iz Indije 
(Sharma in sod., 2014). Vendar pa sama pridobitev odpornosti še ne pomeni nadaljnega 
prenosa odpornosti na bakterije gastrointestinalnega trakta. Pridobitev antibiotične 
odpornosti v našem eksperimentu ni bila posledica prevzema genskih elementov, ampak 
posledica mutacijskih sprememb pod pritiskom stresa stacionarne faze. V tej nalogi smo 
potrdili, da različni sevi laktobacilov, L. plantarum in L. casei, kot tudi E. faecalis, v 
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podaljšani stacionarni fazi lahko dvignejo odpornost proti kanamicinu, kloramfenikolu, 
ampicilinu, eritromicinu in tetraciklinu. Za uporabo teh sevov v probiotičnih živilih bi bilo 
potrebno torej določiti kvantitativno vrednost odpornosti ter preveriti sposobnost 
uporabljenih sevov za prenos rezistenčnih genov na mikrobioto v prebavilih.  
5.4 PREVERJANJE SPREMEMB β-GALAKTOZIDAZNE AKTIVNOSTI PO 
RAZLIČNO DOLGI RASTI V STACIONARNI FAZI Z MODRO BELIM 
TESTOM 
β-galaktozidaza je znotrajcelični encim mlečnokislinskih bakterij, ki omogoča bakterijam, 
da kot hranilo uporabljajo laktozo, sladkor, ki se nahaja v mleku in mlečnih izdelkih. 
Človeška prebavila niso namenjena prebavi mleka v odrasli dobi in velik odstotek ljudi ob 
zaužitju mleka in mlečnih izdelkov izkusi neugodje, ki ga poznamo pod izrazom laktozna 
intoleranca. Z dodatkom probiotičnih izdelkov v prehrani lahko bolje prebavljamo laktozo, 
saj se v prebavila sprošča encim β-galaktozidaza, ki laktozo razcepi na glukozo in 
galaktozo, ki ju človeško telo lahko absorbira. Probiotike lahko v telo vnesemo s 
probiotičnimi jogurti, kefirjem ipd. (Cebeci in Gürakan, 2003; Vasiljevic in Shah, 2008). V 
teh hranilih so bakterije izpostavljene relativno dolgi stacionarni fazi. Določene lastnosti 
bakterij se lahko v tem času spremenijo. V nalogi smo preverjali kako je z ohranjanjem 
aktivnosti β-galaktozidaze v dolgotrajni stacionarni fazi rasti pri različnih sevih 
laktobacilov.  
Rezultati so pokazali, da se pri večini sevov aktivnost β-galaktozidaze ne spremeni pri 
staranih sevih v primerjavi z izhodnim sevom. Dva seva L. plantarum (MA2 in S2-23) sta 
po 23 in 30 dneh staranja izražala manj β-galaktozidaze v svežem gojišču kot izhodni sev 
ob začetku ali po 16 urah staranja. Sev S2-23 je tekom stacionarne faze izgubil sposobnost 
rasti na gojišču z laktozo in manjše izražanje encima lahko pripišemo slabši rasti na gojišču 
s tem sladkorjem. Enterococcus faecalis S1-17 izhodni sev ne izraža β-galaktozidaze ne na 
gojišču z glukozo ne na gojišču z laktozo, pojav se spremeni pri staranih sevih. Pri 23 in 30 
dneh staranih sevih se pojavi obarvanost kolonij temno modro, kar pomeni, da se je 
represija z glukozo spremenila. Najverjetneje je ravno stres stacionarne faze v omenjenih 
sevih sprožil produkcijo encima β-galaktozidaze.  
5.5 FENOTIP GASP PRI MEŠANIH KULTURAH RAZLIČNIH SEVOV 
L. plantarum IN E. coli  
Fenotip GASP je najbolj obširno raziskan pri bakteriji E. coli (Zambrano in Kolter, 1996; 
Bačun-Družina in sod., 2011; Bačun-Družina in sod., 2006). Pojav je bil tudi že dokazan 
pri laktobacilih (Šeme, 2015). 
Najprej smo preverili, ali so izbrani sevi sposobni sočasne rasti. Ko smo hkrati inkubirali 
E. coli in divji tip L. plantarum KR6, smo opazili, da ob enakem začetnem inokulumu 
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E. coli po 15 dneh inkubacije začne upadati po številu kolonijskih enot (KE). Razlog lahko 
iščemo v zakisanju okolja, ki je posledica metabolizma laktobacilov. Pri MKB je običajno, 
da ohranjajo aktiven metabolizem v stacionarni fazi (De Angelis in Gobbetti, 2004). Pri 
razmerjih 1:100 in 1:1000 v prid E. coli sta oba seva sposobna sočasne rasti do konca 
eksperimenta, to je 30 dni. 
Pri 23 dni starem sevu KR6, ki smo ga inkubirali skupaj z E. coli, smo pri redčitvi 
1:10.000 opazili šibek fenotip GASP (Bačun-Družina in sod., 2011). Pojav GASP so 
dokazali že pri različnih vrstah bakterij ne le pri laktobacilih (Šeme, 2015), pač pa tudi pri 
E. coli in Salmonella enterica (Bačun-Družina in sod., 2006; Bačun-Družina in sod., 2011; 
Zambrano in Kolter, 1996). Število starih KR6 celic do zadnjega dne ekperimenta še ne 
doseže popolnoma števila KE E. coli, vendar se trenda krivulj laktobacilov in E. coli 
približujeta. Eksperiment bi lahko podaljšali, da bi videli ali se število ustali ali 
L. plantarum KR6 prevlada nad E. coli.  
Pri sevu KR3 je opaziti še boljšo prilagoditev metabolizma v podaljšani stacionarni fazi.  
Pri 30 dni staremu sevu in redčitvi 1:1000, v prid E. coli, opazimo, da laktobacili po 
približno 17 dneh številčno prehitijo E. coli. Slednja vse do konca eksperimenta postopoma 
odmira. Število laktobacilov je do konca 30 dnevne inkubacije stabilno pri približno 106 
KE/ml. Lahko bi pojav označili kot GASP, vendar opazimo podoben trend krivulj tudi pri 
sočasni kultivaciji divjega tipa laktobacilov in E. coli. Gre torej za sposobnost seva kot 
takega in ne za sposobnost starane kulture.  
Sočasno smo gojili tudi  E. coli K17 in sev SF9, v 30 dni stari različici ter kot nestaran 
izhodni sev. Rezultati pokažejo, da pri začetnem razmerju SF9 (30 dni) : E. coli = 1:1, 
pride do upadanja števila bakterij E. coli. Sev SF9 številčno prehiti E. coli po 15 dneh 
inokulacije. Pri začetnih razmerjih 1:100 v prid E. coli, opazimo podobna trenda krivulj pri 
sevu SF9 30 dni in SF9 WT. Opazimo sinhrono odmiranje E. coli in naraščanje 
laktobacilov. Pri  začetnem razmerju SF9 1: 10.000 v prid E. coli, laktobacili številčno 
prehitijo E. coli po približno 23 dneh sočasnega gojenja. 
V našem eksperimentu smo uporabili 3 seve L. plantarum, vendar so razlike med njimi 
velike. Pri nobenem izmed njih nismo opazili močnega fenotipa GASP, le pri KR6 smo 
opazili šibek GASP. Prav tako bi bilo zanimivo ponoviti eksperimente večkrat, da bi 
opazili morebitne razlike med eksperimenti, saj se vsakič lahko zgodi drugačna metabolna 
sprememba, kar sta opazila že Siezen in van Hylckama Vlieg  (2011).  
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6 SKLEPI 
Namen magistrske naloge je bil preveriti ali staranje (izpostavitev podaljšani stacionarni 
fazi) izzove spremembe, ki vplivajo na rast kulture v gojiščih z različnimi viri ogljika, 
zmanjšano vsebnostjo dušika in v gojiščih z dodanim žolčem. Zanimal nas je tudi vpliv 
staranja laktobacilov na spremembe v njihovi občutljivosti na antibiotike in na izražanje 
-galaktozidaze v primerjavi z izhodnimi sevi. Poleg tega smo testirali ali laktobacili v 
stacionarni fazi pridobijo fenotip GASP. Pri tem smo prišli do naslednjih zaključkov: 
- Sevi L. plantarum KR3, MA2, SF1, SF9, S2-23, L. casei KZ6, seva Pediococcus 
acidilactici B 249, L 947 in sev Enterococcus faecalis S1-17 so sposobni 30 
dnevnega preživetja v stacionarni fazi. Ta lastnost je sevno specifična ter odvisna od 
uporabljenega gojišča. 
- Sevi, izpostavljeni stacionarni fazi (starani sevi), lahko spremenijo rast na izbranih 
sladkorjih in občutljivost na prisotnost žolča, kar opazimo po precepljanju v sveže 
gojišče. Spremembe so lahko v smeri uspešnejše rasti, kot tudi slabše rasti. 
- Z uporabo gradientne koncentracije posameznega antibiotika na trdnem gojišču smo 
preverili spremembe antibiotične odpornosti sevov. Eksperiment smo izvedli enkrat 
in test ne nudi kvantitativnih rezultatov, kljub temu smo opazili spremembe v 
antibiotični odpornosti pri določenih sevih. Nekateri preiskovani starani sevi (16, 23 
ali 30 dni) so bili bolj odporni proti antibiotikom kanamicinu, kloramfenikolu, 
eritromicinu, tetraciklinu in ampicilinu, kot izhodni sevi, vendar je bil pojav 
odpornosti odvisen od seva.   
- Stacionarna faza kot stresni dejavnik v večini primerov ne spremeni stopnje 
izražanja β-galaktozidaze pri testiranih sevih po precepljanju v sveže gojišče. Izjema 
sta dva seva L. plantarum, kjer je prišlo pri staranih sevih do zmanjšanja izražanja 
encima. Pri bakteriji Enterococcus faecalis pa ravno obratno; pri staranih sevih 
opazimo izražanje β-galaktozidaze, medtem ko izražanja pri izhodnem sevu ni bilo 
opaziti. 
- Izmed treh testiranih sevov je samo sev Lactobacillus plantarum KR6 pridobil šibek 
fenotip GASP ob ko-kultivaciji z bakterijo Escherichia coli. 
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7 POVZETEK 
Laktobacili preživijo večino časa v stacionarni fazi v okoljih, kjer so naravno prisotni 
(človeški in živalski prebavni trakt), ali v okoljih, kamor so dodani za prehranske namene 
(kefir, silaža, kislo testo, siri, fermentirano mleko, pivo). Za probiotične organizme z vedno 
večjo veljavo na trgu pa moramo zagotoviti varnost njihove uporabe. V tem magistrskem 
delu smo preverili preživetje sevov teh bakterij v stacionarni fazi rasti. Poleg tega smo 
preverili vpliv staranja v stacionarni fazi na nadaljnjo rast precepljene kulture v gojišču z 
različnimi dodanimi viri ogljika, koncentracijami dušika ter žolča, na preživetje v 
prisotnosti antibiotikov, na izražanje -galaktozidaze in na pojavnost fenotipa GASP v 
kompeticiji z bakterijo E. coli.   
Znano je, da laktobacili dobro preživijo stacionarno fazo, kar je ključno pri uporabi tega 
rodu v probiotičnih živilih. V našem eksperimentu smo uporabili 11 različnih sevov 
mlečnokislinskih bakterij (od tega 8 sevov rodu Lactobacillus) pri katerih smo testirali 
vpliv izpostavitve dolgotrajni stacionarni fazi rasti. Odziv sevov je bil zelo raznolik in 
spremenjen fenotip po preživetju stacionarne faze se je izkazal za sevno specifično 
lastnost, saj smo med sevi iste vrste opazili razlike v preživetju. Prav tako je bilo preživetje 
odvisno od uporabljenega gojišča. Na gojišču MML, ki je manj bogato, je preživelo večje 
število sevov kot na gojišču MRS, kljub temu da je končna zakisanost gojišč bila podobna. 
V našem eksperimentu smo opazili številne spremembe v rasti v različnih gojiščih pri 
sevih, ki so preživeli vsaj 16 dni v stacionarni fazi v primerjavi z izhodnim sevom. 
Spremembe smo opazili v smeri boljše ali slabše izrabe sladkorjev ter različne odpornosti 
proti prisotnosti žolča. Ponovno se je lastnost izkazala kot sevno specifična. Sev 
L. plantarum KR3, staran 30 dni, se je tekom dolgotrajne stacionarne faze rasti prilagodil 
na pomanjkanje hranil, kar smo opazili kot izboljšano rast na gojišču mMRS1 brez 
dodanega sladkorja. 
Naslednja pomembna lastnost probiotikov je njihova občutljivost na klinično pomembne 
antibiotike (EFSA, 2012). Na podlagi naših rezultatov lahko sklepamo, da laktobacili lahko 
povečajo odpornost proti antibiotikom ob izpostavitvi stresu dolgotrajne stacionarne faze 
rasti. Najpogosteje se je povečala odpornost proti kanamicinu, kar je v skladu z drugimi 
raziskavami (Sharma in sod., 2014; Abriouel in sod., 2015). 
β-galaktozidaza je znotrajcelični encim mlečnokislinskih bakterij, ki omogoča bakterijam, 
da kot hranilo uporabljajo laktozo, sladkor, ki se nahaja v mleku in mlečnih izdelkih. Zato 
smo preverili tudi spremembe v izražanju encima β-galaktozidaze po izpostavitvi 
stacionarni fazi rasti. Pri večini sevov se aktivnost β-galaktozidaze ni spremenila pri 
staranih sevih v primerjavi z divjim tipom. Pri dveh sevih L. plantarum (MA2 in S2-23) je 
bilo pri 23 in 30 dneh starih sevih izražene manj β-galaktozidaze, kot pri izhodnem sevu in 
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pri 16 dni starem sevu. Pri vrsti Enterococcus faecalis S1-17 pa  je prišlo do povečanja 
izražanja encima v staranih kulturah. 
Preverili smo tudi fenotip GASP, saj je znano, da so laktobacili sposobni pridobiti prednost 
v rasti v stacionarni fazi (Šeme H., 2015). Prednost v rasti v stacionarni fazi smo med 
proučevanimi tremi sevi zaznali le pri sevu KR6. Opazili smo šibek fenotip GASP, vendar 
bi zanesljivejši zaključek zahteval več ponovitev preiskusa in časovno podaljšanje 
eksperimenta. Smo pa med sevi L. plantarum in E. coli opazili sobivanje, ki ni bilo 
pogojeno s starostjo kulture. 
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PRILOGA A 
Rezultati 8 urne rasti na različnih sladkorjih. 
Priloga A: Rezultati 8 urne rasti na različnih sladkorjih. Rezultati so podani procentualno kot odstotek na 
referenčno rast na glukozi. 
sev gojišče 
v stac. 
fazi 
starost % rasti glede na referenčno vrednost (rast na glukozi) 
brez 
sladkorja 
fruktoza rafinoza  laktoza 25 % N 0,3 % 
žolč 
0,6 % 
žolč 
KR3  0 11,5 62,1 44,9 86,4 56,5 60,7 53,1 
MML 16 4,3 66,5 48,3 80,7 61,0 59,4 38,7 
 23 4,5 68,0 95,1 78,6 80,2 76,2 59,8 
MRS 30 47,5 77,6 49,4 45,2 76,8 53,2 63,5 
KR6  0 18,1 97,4 85,4 90,9 83,7 85,8 75,7 
MML 16 6,4 62,2 70,6 73,9 65,7 70,6 64,9 
16 5,0 66,0 81,0 86,9 73,3 75,3 67,6 
23 4,1 64,8 90,6 103,2 79,3 85,7 77,2 
MRS 16 2,0 61,9 27,8 7,6 71,1 68,7 64,0 
KZ6  0 8,5 87,5 20,6 18,7 62,1 67,9 51,9 
MML 16 3,1 88,9 10,1 5,4 60,4 49,4 41,2 
23 3,6 93,7 25,4 13,5 72,7 51,5 39,4 
23 9,5 88,6 22,3 39,6 61,4 61,1 53,1 
30 30,8 66,5 37,7 56,5 111,0 74,7 47,9 
30 22,2 97,0 30,5 59,2 70,4 66,9 50,3 
30 20,1 90,6 27,3 51,6 70,0 74,0 68,9 
MRS 16 5,8 92,9 27,7 13,0 68,8 50,8 37,9 
23 2,7 92,5 33,2 13,1 68,3 54,7 42,0 
23 13,4 106,1 27,6 61,3 88,9 71,1 42,9 
30 13,4 92,3 22,0 54,3 60,6 49,0 37,2 
30 9,5 70,5 19,4 33,3 68,2 12,3 3,0 
30 14,9 89,5 15,2 20,4 84,0 46,4 23,7 
B 
249 
 0 19,9 86,2 30,5 45,1 55,8 86,5 82,8 
MML 16 3,4 90,2 13,3 6,8 29,8 72,1 72,0 
23 12,6 72,1 14,0 13,7 38,4 78,9 78,6 
30 14,7 54,0 17,2 17,3 42,9 81,0 82,0 
30 30,1 91,0 33,0 39,4 35,9 101,2 100,6 
          Se nadaljuje 
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Nadaljevanje priloge A 
sev gojišče 
v stac. 
fazi 
starost % rasti glede na referenčno vrednost (rast na glukozi) 
brez 
sladkorja 
fruktoza rafinoza  laktoza 25 % N 0,3 % 
žolč 
0,6 % 
žolč 
B 
249 
MRS 16 10,3 89,1 19,1 15,2 31,9 74,9 78,4 
23 7,6 62,5 16,7 6,5 37,6 79,9 80,9 
30 14,5 77,1 16,7 24,2 40,9 81,0 80,8 
L 
947 
 0 30,1 93,3 45,1 54,4 55,6 80,7 75,2 
MML 16 16,6 91,4 19,2 19,8 33,2 82,7 86,0 
23 9,6 65,7 17,2 19,6 55,0 41,3 89,0 
23 10,8 65,6 16,6 19,0 53,2 90,9 95,5 
30 9,4 49,5 11,0 12,2 49,5 74,0 75,8 
MRS 16 18,1 88,1 24,8 21,1 46,9 72,6 76,0 
23 13,7 73,3 16,4 16,3 53,5 75,0 78,4 
30 14,7 65,5 22,3 27,3 57,8 81,8 83,8 
SF1  0 13,2 79,6 46,8 74,9 70,8 70,6 72,9 
MML 16 4,1 69,8 41,3 70,0 62,5 49,4 24,2 
23 3,7 80,7 92,4 83,7 77,3 79,1 81,0 
30 8,4 83,0 80,1 88,1 75,6 69,8 70,9 
SF9  0 15,0 89,0 48,0 87,8 73,2 70,3 76,5 
MML 16 3,1 100,1 28,0 31,6 72,2 46,3 28,3 
30 3,2 66,2 63,3 104,3 77,9 70,6 76,6 
S1-
17 
 0 62,0 112,8 56,9 93,4 62,8 90,8 85,6 
MML 23 2,2 99,4 108,6 108,3 27,0 19,2 7,2 
S2-
23 
 0 21,2 92,7 92,5 91,7 74,2 61,2 57,2 
MML 16 1,1 91,1 3,8 5,3 44,5 48,8 40,1 
23 5,9 86,7 8,0 9,8 40,7 49,1 50,2 
30 50,5 207,1 208,0 191,8 82,9 124,7 73,5 
MRS 16 6,4 114,3 133,8 119,8 65,2 53,3 30,0 
23 15,1 165,5 194,3 176,2 43,6 45,7 36,0 
30 17,1 137,1 126,7 125,6 78,0 47,7 37,0 
Se nadaljuje 
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Nadaljevanje priloge A 
sev gojišče 
v stac. 
fazi 
starost % rasti glede na referenčno vrednost (rast na glukozi) 
brez 
sladkorja 
fruktoza rafinoza  laktoza 25 % N 0,3 % 
žolč 
0,6 % 
žolč 
B-
1950 
 0 10,3 97,5 106,3 110,8 15,5 27,1 16,3 
MML 16 2,7 95,0 119,5 124,6 16,8 39,0 15,1 
23 -0,1 118,0 114,1 121,1 11,5 25,0 27,3 
30 5,5 99,1 104,2 106,7 18,4 30,3 -4,8 
30 0,4 99,2 112,7 115,5 25,5 8,2 2,2 
MRS 16 2,4 103,1 133,3 125,3 30,6 40,9 2,7 
23 5,3 113,3 126,6 123,3 13,2 32,7 5,4 
30 2,6 87,0 109,0 101,7 36,3 25,2 19,2 
30 6,3 97,2 119,2 114,7 23,4 27,8 -10,0 
30 3,7 105,7 118,5 118,1 16,2 29,4 -1,5 
MA2  0 3,2 62,4 12,4 63,9 84,1 36,2 46,2 
MML 16 4,5 74,6 63,7 80,5 78,0 78,6 80,7 
16 2,9 65,2 86,0 62,4 85,6 65,2 54,9 
16 6,5 71,9 69,5 53,7 98,5 10,1 8,0 
16 4,6 58,9 75,3 44,0 79,1 12,0 10,3 
23 5,1 67,6 63,3 80,6 79,9 96,9 112,3 
30 3,2 64,6 67,1 33,1 78,2 59,9 75,0 
 
 
 
